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Resumo 
 
Os eritrócitos estão sujeitos a stress oxidativo devido à sua função 
transportadora de oxigénio, estando, por isso, equipados com um sistema antioxidante 
que permite a destoxificação da célula de metabolitos de oxigénio e regeneração de 
hemoglobina oxidada. Estudos efetuados com o extrato fenólico do azeite virgem, a 
principal fonte de gordura da dieta mediterrânica, demonstram que este possui a 
capacidade de proteger células do dano oxidativo.  
Recentemente verificou-se, em ensaios in vitro, que os principais constituintes 
deste extrato, em especial a forma dialdeídica do ácido elenólico esterificado com o 
3,4-dihidroxifeniletanol (3,4-DHPEA-EDA), apresentam elevada atividade antioxidante. 
No entanto, a capacidade de proteção destes compostos in vivo irá depender da sua 
biodisponibilidade. O 3,4-DHPEA-EDA, é absorvido pelas células intestinais e 
metabolizado, com a produção de um metabolito, o 3,4-DHPEA-EDAH2.  
O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade deste metabolito para 
proteger as células do dano oxidativo, utilizando os eritrócitos como modelo celular. O 
3,4-DHPEA-EDA foi usado como termo de comparação. 
Estudou-se o efeito de inibição provocado pelos dois compostos nas mudanças 
oxidativas induzidas em eritrócitos por duas moléculas geradoras de radicais livres, o 
dicloridrato de 2,2’-azobis amidinopropano (AAPH) e o peróxido de hidrogénio (H2O2). 
O metabolito mostrou proteger os eritrócitos da hemólise oxidativa provocada por 
ambos os agentes oxidantes de uma forma dependente da concentração, tanto ao fim 
de 2 h como de 4 h de incubação. Esta ação observada foi, contudo, inferior à do 
composto parental. Testou-se também a atividade protetora de ambos os compostos 
na presença de ácido ascórbico, a concentração fisiológica, tendo-se verificado um 
efeito aditivo com os dois compostos, mas apenas na concentração mais elevada 
utilizada.  
A análise das proteínas membranares revelou uma interação do metabolito 
com as membranas eritrocitárias. Esta interação é, no entanto, menor do que a 
apresentada pelo composto parental. Este facto pode explicar a melhor ação protetora 
do 3,4-DHPEA-EDA em relação ao seu metabolito e pode ser explicado por diferenças 
estruturais entre os dois compostos.  
Verificou-se ainda que a oxidação da hemoglobina induzida pelo AAPH foi 
parcialmente inibida por ambos os compostos. Na análise da morfologia dos eritrócitos 
verificou-se que esta não era alterada e, ainda, uma diminuição da densidade celular 
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na presença de AAPH, que confirma a inibição da hemólise pelo metabolito e pelo 
composto parental. 
Embora apresente um menor efeito protetor relativamente ao seu composto 
parental, as propriedades antioxidantes do 3,4-DHPEA-EDAH2 podem ainda assim ser 
relevantes, visto este poder estar potencialmente em maiores quantidades no plasma 
do que a maior parte dos restantes compostos fenólicos do azeite. 
  
Palavras chave: Dieta mediterrânica; Azeite; Compostos fenólicos; 3,4-DHPEA-EDA; 
3,4-DHPEA-EDAH2; Eritrócitos; Stress oxidativo. 
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Abstract 
 
Human red blood cells are subject to high oxidative stress conditions due to 
their role as oxygen carriers. Being the most abundant blood cell, RBCs have an 
important influence on the oxidative state of other blood constituents. Studies with the 
phenolic extract of virgin olive oil, the main source of fat in the traditional mediterranean 
diet, have demonstrated that these compounds are able to protect cells from oxidative 
damage. 
Most recently it has been showed in in vitro studies that the main compounds of 
the extract, namely 3,4-dihydroxyphenylethanol-elenolic acid dialdehyde (3,4-DHPEA-
EDA), have a high protective activity. However, the in vivo protective effects of these 
phenols are dependent on their bioavailability. It has been demonstrated that 3,4-
DHPEA-EDA is absorbed by intestinal cells and is then metabolized, yielding a reduced 
metabolite, 3,4-DHPEA-EDAH2.  
The goal of this work was to evaluate the protective effects this metabolite 
exerts on human RBCs exposed to oxidative damage. Evaluation of the protective 
effects of 3,4-DHPEA-EDA was also conducted to compare the activity of the 
metabolite with that of its parental form. 
The inhibitory effect of both compounds on oxidative changes induced by two 
free radical yielding molecules, 2,2’-Azo-bis(2-amidinopropane) dihydrochloride 
(AAPH) and hydrogen peroxide (H2O2) was studied. The metabolite was shown to 
protect RBCs from hemolysis induced by both initiators, in a dose dependent way, after 
2 h and 4 h of incubation. The protective effect was however lower than that of the 
parental compound. The protective effect of both the metabolite and its parental form 
was tested in the presence of the naturally occurring antioxidant, ascorbic acid. An 
addictive effect was observed only at the highest concentrations tested. 
The analysis of the membrane proteins of erythrocytes showed that the 
metabolite can interact with these biological structures. This interaction is lower than 
the one the parental compound has with the membranes, which can explain the better 
protective effect observed for 3,4-DHPEA-EDA. The structural differences between 
both compounds can also account for their different protective activities. 
It was also demonstrated that oxidation of hemoglobin induced by AAPH is 
partially inhibited by both compounds. The morphological analysis of RBCs shows that 
the low cellular density induced by AAPH is also counteracted by both compounds. 
Although the protective effects of 3,4-DHPEA-EDAH2 are lower than those of its 
parental compound, the antioxidant properties of the metabolite can still be relevant, 
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given that this compound is expected to be present at higher concentrations in plasma 
than other olive oil phenolic compounds. 
 
Keywords: Mediterranean diet; Olive oil; Phenolic compounds; 3,4-DHPEA-EDA; 3,4-
DHPEA-EDAH2; Human RBCs; Oxidative stress. 
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1. Contextualização 
 
A tão conhecida dieta mediterrânica é caracterizada por hábitos alimentares 
encontrados na região do Mediterrâneo. Esta região caracteriza-se por ser uma zona 
propícia à cultura da oliveira. Apesar de cada região da bacia mediterrânica possuir 
características próprias, todas elas apresentam variações da dieta mediterrânica, o 
padrão alimentar característico da região, nomeadamente a utilização de azeite como 
a principal gordura alimentar.  
A posição geográfica da região do Mediterrâneo, na convergência do clima 
quente do Saara com os climas frios do Atlântico, dá origem a uma zona climática 
denominada subtropical seca, que se caracteriza por Verões secos e Invernos 
amenos, com mais chuva na Primavera e Outono, condições favoráveis ao 
crescimento da oliveira [1]. Esta é uma árvore com capacidade de se adaptar a 
condições ambientais extremas, crescendo tanto em solo silicioso, bem como em solo 
calcário [2], necessitando no entanto de elevada intensidade luminosa e de um solo 
arejado [3]. A espécie mais difundida de oliveira é a Olea europaea. 
 Os mais antigos vestígios da oliveira remontam à Era Terciária, ainda antes do 
aparecimento do Homem, e o local de origem é presumivelmente a Ásia Menor. O seu 
cultivo teve início há cerca de seis mil anos atrás, nas regiões da Síria, Palestina e 
Egito. Mais tarde, o cultivo expandiu-se às ilhas gregas e ao resto da região 
mediterrânica, tendo a sua dispersão acompanhado a expansão das civilizações do 
Mediterrâneo [4]. 
 O fruto da oliveira é a azeitona. Esta apresenta composição química bastante 
característica e qualidades organoléticas únicas. Tais propriedades fazem com que 
tenha várias aplicações, nomeadamente em culinária, e tornam o seu consumo 
potencialmente benéfico para a saúde [3].  
A azeitona sofre um processo extrativo mecânico inicial sem recurso a 
solventes químicos, a temperaturas baixas, o que torna o seu principal produto, o 
azeite, bastante atrativo do ponto de vista organolético, quando comparado a outros 
óleos cuja extração recorre ao uso de solventes e a altas temperaturas [5]. A primeira 
referência histórica do azeite é muito antiga, remontando aos tempos bíblicos, da 
Grécia antiga e da Roma clássica, onde era utilizado para diversos fins, como 
cerimónias religiosas, na cozinha, para fins medicinais e como combustível de 
lamparinas [4]. Atualmente é utilizado na culinária e na indústria dos cosméticos. 
Muitas das propriedades benéficas do azeite estão relacionadas com o seu 
potencial antioxidante e são atribuídas ao seu elevado teor em ácido oleico [3]. Mais 
recentemente, tem-se verificado que várias das suas vantagens estão igualmente 
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relacionadas com os seus componentes minoritários, como compostos fenólicos, que 
apresentam características anti-inflamatórias, antioxidantes e anticoagulantes [3].  
 
2. A dieta mediterrânica 
 
Os benefícios de uma dieta equilibrada na saúde humana têm vindo a ser 
evidenciados por diversos estudos de populações e ensaios clínicos. Os dados 
epidemiológicos obtidos ao longo dos anos demonstram que dietas ricas em fruta, 
vegetais, legumes, peixe e produtos lácteos com teores baixos em gordura, estão 
associadas a uma menor incidência de doenças cardiovasculares, neurodegenerativas 
e de alguns tipos de cancro.  
A dieta mediterrânica tem as suas origens numa porção de terra com 
propriedades bastante particulares, a bacia do Mediterrâneo, a que muitos 
historiadores chamam “o berço da sociedade”, devido ao desenvolvimento das 
sociedades antigas nas suas fronteiras geográficas. A dieta mediterrânea refere-se 
aos padrões alimentares encontrados em áreas de crescimento de oliveira da região 
do mediterrâneo [6][7]. 
Os benefícios da dieta mediterrânica para a saúde foram registados pela 
primeira vez em 1950, quando se verificou que a população pobre, de cidades 
pequenas do sul da Itália, tinha menos incidência de doenças cardiovasculares do que 
a população rica, de cidades como Nova Iorque, o que permitiu a correlação entre 
doenças cardiovasculares e a dieta pela primeira vez [8][9].   
A dieta mediterrânica tem como principal hallmark o azeite. Este é a sua 
principal fonte de gordura dietética. O papel benéfico deste óleo alimentar foi já posto 
em evidência por muitos investigadores, apresentando benefícios em doenças 
coronárias, no metabolismo de lípidos [10], na regulação da pressão sanguínea, no 
índice de massa corporal [11] e nos processos inflamatórios e processos de 
coagulação sanguíneos [12]. 
O rácio de ácidos gordos monoinsaturados (MUFAs) para ácidos gordos 
saturados (SFAs) é bastante maior em regiões onde esta dieta é seguida do que em 
outras regiões do globo, como o Norte da Europa ou a América do Norte [13]. Apesar 
de ser essencialmente um padrão alimentar, a dieta mediterrânica está também 
associada a um estilo de vida concreto, com um nível moderado a elevado de 
atividade física e a um consumo de água diário elevado [14].  
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O padrão dietético mediterrânico é normalmente apresentado graficamente, 
sob a forma de pirâmide (Figura 1). Da base para o topo da pirâmide vamos 
encontrando os alimentos que devem ser ingeridos diariamente até aos que devem ser 
ingeridos moderadamente ou esporadicamente [15]. Assim, este regime alimentar 
sugere: 
 Consumo diário de cereais e produtos não refinados (como pão com grãos de 
cereais, arroz), vegetais, frutas, azeite (como fonte de gordura alimentar) e 
produtos lácteos com baixos teores de gordura (como o queijo, o iogurte e o 
leite) 
 Consumo semanal de batata, peixe, azeitonas, e carne de aves. 
 Consumo mensal de carne vermelha e seus derivados. Na dieta mediterrânica 
é ainda aconselhado o consumo moderado de vinho (1 a 2 copos por dia, 
acompanhando as refeições).  
A dieta mediterrânica está relacionada com a redução do risco de 
desenvolvimento de síndrome metabólico, diabetes tipo II, doenças cardiovasculares, 
algumas doenças neurodegenerativas e cancros [16]. 
Em 2010 a dieta mediterrânica foi reconhecida pela UNESCO como Intangible 
Cultural Heritage of Humanity [17]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. O azeite 
 
O azeite é extraído diretamente do fruto da oliveira, a azeitona. A qualidade de 
um azeite depende de fatores como o estado de maturação do fruto, a variedade da 
Figura 1 - Representação em pirâmide da dieta mediterrânica (adaptado de [17]). 
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oliveira, as condições de colheita, transporte e armazenamento da azeitona, e do 
modo de extração do azeite. O azeite pode ser classificado conforme o tipo de 
tratamentos a que é sujeito, de acordo com a legislação (Reg (CE) nº 12/2010 de 
24/06/2010): 
Azeite virgem: o processo de obtenção recorre apenas a meios mecânicos ou físicos, 
sob condições que não sejam prejudiciais, nem que alterem o azeite, nomeadamente 
ao nível da temperatura. Os processos envolvidos são de lavagem, decantação, 
centrifugação e filtração [18]. Nesta categoria incluem-se: 
 Azeite extra virgem: apresenta um máximo de acidez livre de 0,8% (expressa 
em ácido oleico). 
 Azeite virgem: máximo de acidez livre de 2%. 
 Azeite virgem corrente: máximo de acidez livre de 3,3%. Ao contrário dos dois 
azeites anteriores, que são vendidos diretamente ao consumidor, o azeite 
virgem corrente serve apenas para lotear com azeite refinado. 
 Azeite virgem lampante: acidez livre superior a 2%; não consumível; aplicação 
nas indústrias de refinação, cosmética e farmacêutica.  
Azeite refinado: obtido após refinação do azeite virgem, com recurso a um conjunto de 
processos físicos e químicos, envolvendo solventes, por forma a remover acidez, 
cheiros e sabores desagradáveis, que não alterem a estrutura glicérica do azeite [18]. 
Azeite: mistura de azeite virgem (excetuando o lampante) e azeite refinado [18]. 
 
Tabela 1 - Classificação do azeite segundo características da União Europeia (Adaptado de [19]). 
Tipo de azeite 
Pontuação 
organolética 
Acidez Livre 
(% ác. oleico) 
Aplicação 
Azeite extra virgem ≥ 6,5 ≤ 1 Venda direta ao consumidor 
Azeite virgem ≥ 5,5 ≤ 2 Venda direta ao consumidor. 
Azeite virgem 
corrente 
≥ 3,5 ≤ 3,3 
Loteamento com azeite 
refinado. 
Azeite virgem 
lampante 
<3,5 > 3,3 
Aplicações em indústria da 
refinação, farmacêutica e 
cosmética. 
Azeite refinado _____ ≤ 0,3 
Loteamento com azeite virgem 
não lampante. 
Azeite _____ ≤ 1,5 Venda direta ao consumidor. 
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O facto de o azeite virgem ser obtido a partir da polpa da fruta em vez da 
semente e unicamente por tratamento mecânico, a baixas temperaturas, com ausência 
de tratamento químico ou refinamento, torna-o diferente de todos os outros óleos da 
indústria alimentar.  
A cor do azeite está dependente dos pigmentos nele presentes durante os 
diversos estados de maturação, podendo ir desde o verde-amarelado até ao dourado. 
O azeite proveniente de azeitonas maduras apresenta uma cor dourada devido à 
presença de carotenóides; o azeite obtido a partir de azeitonas ainda verdes apresenta 
uma cor verde-amarelada devido à presença elevada de clorofilas. 
O sabor e o aroma do azeite advêm da presença de vários compostos voláteis, tais 
como aldeídos, cetonas, álcoois, ésteres e hidrocarbonetos, bem como de compostos 
não voláteis, como polifenóis. O sabor depende da origem, do cultivo da oliveira, das 
variedades de oliveira, do método de extração do azeite e do tempo de 
armazenamento [18]. 
 
3.1. Constituição química do azeite 
 
Cerca de 98% do peso total do azeite é essencialmente formado por 
triacilglicerídeos (TAGs). Contém ainda outros compostos que representam 
aproximadamente 2% do peso total, nos quais estão contidos mais de 230 substâncias 
[3]. Entre estas podem encontrar-se ácidos gordos livres, monoglicerídeos, 
diglicerídeos e outros constituintes não glicéricos, nomeadamente álcoois alifáticos e 
triterpénicos, esteróis, tocoferóis, fosfolípidos, pigmentos, hidrocarbonetos e polifenóis 
[20].  
 
3.1.1. Componentes maioritários   
 
 Ácidos gordos  
 
Ácidos gordos esterificados sob a forma de TAGs são os principais 
constituintes do azeite. Existem vários tipos de ácidos gordos, que se classificam 
consoante o seu grau de saturação. Assim, temos ácidos gordos monoinsaturados 
(MUFAs), polinsaturados (PUFAs) e saturados (SFAs). Os principais ácidos gordos 
presentes no azeite são o ácido oleico, ácido palmítico, ácido palmitoleico, ácido 
esteárico, ácido linoleico e ácido linolénico. O alto teor em ácido oleico do azeite 
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confere-lhe uma elevada estabilidade oxidativa comparativamente a outros óleos 
vegetais e faz com que seja considerado uma gordura essencialmente 
monoinsaturada. Na tabela 2 estão indicados os principais ácidos gordos presentes no 
azeite [20]: 
 
Tabela 2 - Composição dos ácidos gordos do azeite de acordo com a norma NP-972, 1973 (Adaptado de [19]). 
 
3.1.2. Componentes minoritários  
 
A grande variedade de componentes minoritários confere ao azeite um aroma e 
um sabor bastante particulares [5]. Esta variedade dos compostos minoritários é 
devida às condições ambientais a que a oliveira e o seu respetivo fruto estão expostos 
antes da colheita [21]. Destacam-se, entre o grande número de componentes 
minoritários, alguns tipos de hidrocarbonetos (esqualeno e carotenóides), esteróis, 
pigmentos (clorofilas e feofitinas), tocoferóis e tocotrienóis, álcoois alifáticos e álcoois 
aromáticos e compostos fenólicos. Nos últimos anos os compostos fenólicos do azeite 
têm recebido grande atenção, devido ao facto de serem essenciais à qualidade do 
óleo e às suas propriedades nutricionais, uma vez que afetam o tempo de 
conservação deste e contribuem para as suas características sensoriais, isto é, 
amargura e sabor [22]. 
 
3.1.2.1. Antioxidantes 
 
Os antioxidantes são considerados como ingredientes ativos importantes nos 
alimentos. A sua incorporação é importante para retardar a oxidação lipídica, pois 
inibem os passos de iniciação e/ou propagação da cadeia de reações da oxidação 
Ácido gordo Estrutura Teor (%) 
Ácido Palmítico (C16:0) CH3(CH2)14COOH 7,5 – 20,0 
Ácido Palmitoleico (C16:1) CH3(CH2)5CH=CH(CH2)7COOH 0,3 - 3,5 
Ácido Esteárico (C18:0) CH3(CH2)16COOH 0,5 - 5,0 
Ácido Oleico (C18:1) CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH 55,0 - 83,0 
Ácido Linoleico (C18:2) CH3(CH2)4(CH=CHCH2)2(CH2)6COOH 2,0 – 20,0 
Ácido Linolénico (C18:3) CH3CH2(CH=CHCH2)3(CH2)6COOH 0,1 - 1,5 
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lipídica [23]. No azeite estão presentes diversas substâncias que têm atividade 
antioxidante, tais como os carotenóides, compostos fenólicos lipofílicos (tocoferóis), 
compostos fenólicos hidrofílicos (álcoois e ácidos fenólicos, flavonóides, lignanos e 
secoiridóides) [24]. Nos últimos anos tem sido dada uma atenção especial aos 
antioxidantes naturais, como por exemplo os tocoferóis e os polifenóis. 
 
 Carotenóides   
Os carotenóides pertencem ao grupo dos isoprenóides, sendo sintetizados a 
partir de oito unidades de isopreno. Apresentam uma tonalidade alaranjada e, 
juntamente com as clorofilas, são responsáveis pela cor do azeite [1]. São sensíveis à 
luz, oxigénio e calor e provêm de uma família de pigmentos lipossolúveis naturais. Os 
principais carotenóides presentes no azeite são a luteína e o β-caroteno [25]. A 
ingestão de alimentos ricos em carotenóides apresenta benefícios para a saúde, 
nomeadamente em relação ao risco de cancro, como tem sido demonstrado por 
estudos epidemiológicos [26]. A luteína é, também, com os seus efeitos antioxidantes, 
um agente ativo contra o envelhecimento da pele, bem como um nutriente importante 
na prevenção de doenças cardiovasculares [25][26]. 
 
 
Figura 2 - Estrutura química do β-caroteno. 
 
Figura 3 - Estrutura química da luteína. 
 
 Compostos fenólicos 
 
Foram já identificados no azeite cerca de 36 compostos fenólicos distintos, que 
podem ser agrupados em seis grupos, de acordo com a sua estrutura química: ácidos 
fenólicos, álcoois fenólicos, flavonóides, lignanos, secoiridóides e hidroxi-isocromanos 
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[25]. Os secoiridóides e os lignanos são os principais componentes da fração fenólica 
do azeite.  
Em termos de estrutura possuem sempre um anel aromático e pelo menos um 
substituinte hidroxilo. De acordo com as suas características podem ser classificados 
em compostos fenólicos lipofílicos (tocoferóis) ou hidrofílicos (álcoois e ácidos 
fenólicos, flavonóides, lignanos e socoiridóides). 
80% ou mais dos compostos fenólicos do azeite são perdidos durante o 
processo de refinação, pelo que apenas o azeite virgem os contém, em especial o 
azeite virgem extra [26]. 
No entanto, e porque o azeite virgem extra é um produto natural, o seu 
conteúdo em compostos fenólicos é afetado pela variedade da azeitona utilizada, 
localização, condições ambientais e condições de extração [27]. 
 
 
 Compostos fenólicos lipofílicos 
Vitamina E é o nome coletivo dado ao grupo de 4 tocoferóis (α,β,γ e δ) e 4 
tocotrienóis [28], e estes são os principais compostos pertencentes aos fenóis 
lipofílicos. Estes têm na sua estrutura um anel cromanol e uma cadeia lateral 
hidrofóbica, um fitilo nos tocoferóis e um isoprenilo com três ligações duplas nos 
tocotrienóis [28]. Cerca de 90% da vitamina E presente no azeite é α-tocoferol, sendo 
a restante percentagem constituída por β-tocoferol e γ-tocoferol [1]. 
Os tocoferóis são considerados os antioxidantes lipídicos naturais de maior 
importância [25]. O α-tocoferol destaca-se pela prevenção da peroxidação lipídica das 
membranas biológicas. A sua concentração vai desde apenas algumas ppm até 300 
ppm nos azeites de melhor qualidade. A refinação e hidrogenação provocam perda de 
tocoferóis [29]. 
Vários estudos demonstram que a sua atividade depende do meio em que 
estão inseridos, e da presença de metais, uma vez que atuam como pró-oxidantes na 
presença de cobre e ferro [30][31]. 
 
 
 
Figura 4 - Estrutura química do α-tocoferol. 
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 Compostos fenólicos hidrofílicos 
A fração fenólica hidrofílica contém os antioxidantes mais abundantes no 
azeite, que podem apresentar uma estrutura química bastante complexa. Estes 
compostos dividem-se em 6 categorias: os ácidos fenólicos, álcoois fenólicos, 
secoiridóides, flavonóides, lignanos e hidroxi-isocromanos [25].   
Entre os vários ácidos fenólicos identificados no azeite encontram-se o ácido 
cinâmico, o ácido p-coumárico, o ácido o-coumárico, o ácido ferrúlico, o ácido gálico, o 
ácido cafeico, o ácido vanílico, entre outros [32]. A estes compostos é atribuida 
também ação antimicrobiana [33]. 
 
 
 
O hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol ou 3,4-DHPEA) e o tirosol (p-
hidroxifeniletanol ou p-HPEA) são os álcoois mais abundantes no azeite [25][34]. O 
acetato de hidroxitirosol e o glicosídeo do hidroxitirosol também estão presentes na 
fração fenólica hidrofílica [34][35].  
A concentração total de hidroxitirosol no azeite varia entre 1,4 a 14,42 mg/kg no 
azeite extra virgem, enquanto que no azeite refinado a concentração média é cerca de 
1,74 mg/kg [36]. O tirosol e o hidroxitirosol são absorvidos de forma dependente da 
dose, o que os torna bons indicadores do consumo de azeite e permite a sua utilização 
na monotorização em estudos clínicos [35][37].   
 
 
 
Os flavonóides são polifenóis que contêm dois anéis de benzeno ligados por 
uma cadeia linear de três carbonos [32] e dividem-se em várias classes, como 
catequinas, antocianinas, antocianidina, flavonóis e flavonas. 
Figura 5 – Estrutura química de ácidos fenólicos presentes no azeite. 
Figura 6 - Estrutura química de álcoois fenólicos presentes no azeite. 
Ácido cafeico Ácido vanílico Ácido p-coumárico 
Hidroxitirosol Tirosol Acetato de hidroxitirosol 
FCUP 
Efeitos de metabolitos de fenóis do azeite no dano oxidativo em eritrócitos humanos 
11 
 
Os dois flavonóides detetados em maior concentração no azeite são a luteolina 
e a apigenina, sendo, no entanto, a sua concentração inferior à dos outros compostos 
fenólicos [38]. A luteolina possui efeitos biológicos anti-inflamatórios, antialérgicos e 
anticarcinogénicos [39]. A apigenina possui propriedades anti-inflamatórias, 
anticarcinogénicas e antioxidantes e é há muito usada na medicina tradicional [40]. 
 
 
 
 
Outra classe de compostos fenólicos presente no azeite são os lignanos, sendo 
que os dois lignanos presentes em maior concentração são o (+)-1-acetoxipinoresinol 
e o (+)-1-pinoresinol.  
 
                
 
 
Os secoiridóides resultam do metabolismo secundário dos terpenos [32] e 
estão apenas presentes nas plantas da família Olearaceae, em que se inclui a oliveira, 
e representam a maior quantidade de antioxidantes no azeite [41]. São normalmente 
Figura 7 - Estrutura química dos flavonóides presentes em maior concentração no azeite. 
Figura 8 - Estrutura química de lignanos presentes no azeite. 
Apigenina Luteolina 
(+)-1-acetoxipinoresinol (+)-1-pinoresinol 
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derivados dos oleosídeos, possuindo ácido elenólico ou um seu derivado na sua 
estrutura [32][38].  
No azeite, os secoiridóides mais abundantes são o éster do ácido elenólico 
com tirosol (ligstrósido), o éster do ácido elenólico com hidroxitirosol (oleuropeína), o 
isómero da oleuropeína aglicona (3,4-DHPEA-EA) e a forma dialdeídica do ácido 
elenólico ligada ao hidroxitirosol (3,4-DHPEA-EDA) ou ao tirosol (3,4-HPEA-EDA) [38]. 
Destes, a oleuropeína é o composto presente em maior quantidade na azeitona. Já no 
azeite, o 3,4-DHPEA-EA e o 3,4-DHPEA-EDA representam cerca de 55% do extrato 
fenólico [42][43]. 
 
 
A oleuropeína existente na azeitona pode, por hidrólise, originar hidroxitirosol, 
oleuropeína aglicona e ácido elenólico. Este processo ocorre durante a maturação da 
azeitona e extração e armazenamento do azeite [44]. Muitos destes secoiridóides 
podem ser isolados a partir não só do azeite como também da azeitona ou das folhas 
de oliveira [38]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9 - Estrutura química de secoiridóides presentes no azeite. 
Oleuropeína Ligstrósido 
3,4-DHPEA-EDA p-HPEA-EDA 3,4-DHPEA-EA 
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A concentração dos secoiridóides é bastante afetada por fatores agronómicos 
(cultivo da oliveira, altura da recolha do fruto, origem geográfica e irrigação das 
oliveiras) e pelas condições utilizadas durante a fase de extração do azeite [45]. 
 
4. Biodisponibilidade dos fenóis do azeite 
 
Os fenóis do azeite são absorvidos pelo intestino humano, de uma forma 
dependente da dose, e são extensamente metabolizados no intestino e no fígado, 
verificado-se níveis baixos das formas livres destes compostos no plasma e na urina; 
pelo contrário, verificam-se níveis altos de metabolitos do hidroxitirosol e do tirosol 
tanto no plasma como na urina [46]. 
Assim, a atividade biológica dos fenóis do azeite in vivo e os seus potenciais 
benefícios na prevenção de doenças deverão estar relacionados com os seus 
metabolitos ou com os produtos obtidos após a sua hidrólise enzimática a nível celular, 
ou seja, dependem da sua biodisponibilidade [36][46]. 
A absorção do hidroxitirosol ocorre no intestino delgado e no cólon, sofrendo 
este uma rápida metabolização e excreção [47]. A oleuropeína, por outro lado, embora 
seja um dos principais fenóis do azeite, não é absorvida no intestino delgado. 
Contudo, é rapidamente degradada pela flora intestinal dando origem ao hidroxitirosol, 
que pode então ser absorvido [26]. 
Figura 10 - Formação de hidroxitirosol a partir da hidrólise da oleuropeína. 
Oleuropeína Glucose 
Oleuropeína aglicona 
Hidroxitirosol Ácido elenólico 
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Cerca de 80% do hidroxitirosol ingerido pelos humanos é posteriormente 
encontrado na urina sob a forma de metabolitos, sendo que mais de 90% destes 
metabolitos são glucoronídeos [48][49].  
Estudos de absorção e metabolismo de 3,4-DHPEA-EDA e 3,4-DHPEA-EA em 
segmentos isolados de jejuno-íleo demonstraram que ambos sofrem um metabolismo 
extenso, nomeadamente uma redução de dois electrões e glucoronidação durante a 
passagem pelo jejuno-íleo [50]. A redução ocorre por ação de aldo-ceto redutases 
dependentes de NADPH, que reduzem o grupo carbonilo do aldeído do 3,4-DHPEA-
EA e um dos dois grupos carbonilo dos aldeídos do 3,4-DHPEA-EDA. Estas formas 
reduzidas são então glucoronidadas e representam os principais metabolitos do 3,4-
DHPEA-EDA e do 3,4-DHPEA-EA. As formas reduzidas e glucoronidadas representam 
metabolitos fisiológicos dos compostos fenólicos cuja atividade biológica in vivo está 
ainda por estudar.  
Por todas estas razões, a avaliação da bioatividade dos metabolitos dos fenóis 
do azeite é crucial para compreender o impacto do seu metabolismo nos efeitos 
benéficos para a saúde humana. 
 
 
Figura 11 - Redução e glucoronidação do 3,4-DHPEA-EDA. 
3,4-DHPEA-EDA 3,4-DHPEA-EDAH2
Glucoronídeo
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5. Eritrócitos 
 
Os eritrócitos ou glóbulos vermelhos são o tipo mais comum de células 
sanguíneas. Têm um tempo de vida de cerca de 100 a 120 dias, ao fim dos quais são 
fagocitados e degradados por células do sistema fagocitário. Podem ser eliminados 
antes desse tempo de vida ser atingido, em situações de stress ou de lesão celular 
[51]. 
Os eritrócitos apresentam uma forma de disco bicôncavo, não possuem núcleo 
nem qualquer tipo de organelos citoplasmáticos, o que faz com que tenham 
mecanismos limitados de reparação e de biossíntese [52]. 
Os eritrócitos têm uma elevada capacidade de deformação, através de 
rearranjos do citoesqueleto, o que lhes permite circular através de capilares com 
diâmetros bastante inferiores ao seu, readquirindo depois a sua forma em disco, sem 
fragmentação [53]. 
A sua forma é determinada pela composição proteica da membrana, 
especialmente pela rede de espectrina, mas também pela composição da bicamada 
lipídica [54]. A espectrina é uma proteína fibrosa de elevado peso molecular e 
apresenta-se na forma de um tetrâmero constituído por dois dímeros de duas cadeias, 
uma alfa e outra beta, dispostas de forma antiparalela e enroladas uma sobre a outra 
[55]. Apresenta domínios de ligação à actina nos dois sítios terminais. Assim, o 
esqueleto da membrana dos eritrócitos consiste numa rede de espectrinas ligadas a 
filamentos de actina. Esta rede é acoplada à bicamada da membrana através da 
associação da espectrina com a aquirina, que por sua vez se liga ao domínio 
citoplasmático da proteína banda 3 e, ainda, pela ligação à glicoforina C, estabilizada 
pela proteína banda 4.1 [51]. A rede espectrina-actina é ainda estabilizada pela 
proteína banda 4.1 e pela glicoforina C. A proteína banda 3 é um transportador 
aniónico que medeia o transporte Cl- e HCO3
- em direcções opostas, regulando o pH 
intracelular e o volume da célula [56]. Esta rede de proteínas confere à membrana 
uma grande integridade e flexibilidade, através de uma estreita interação com a 
bicamada lipídica [51]. 
Os eritrócitos têm como principal função o transporte de oxigénio dos pulmões 
para os tecidos, mediando também o transporte de dióxido de carbono dos tecidos 
para os pulmões para ser eliminado [51]. O transporte de oxigénio é assegurado pela 
hemoglobina, um tetrâmero que liga até quatro moléculas de oxigénio e que 
representa cerca de 95% das proteínas citoplasmáticos dos glóbulos vermelhos [57]. 
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Os eritrócitos desempenham também um papel antioxidante no organismo, 
estando equipados com sistemas antioxidantes eficazes, que os tornam em 
scavengers móveis de radicais livres, concedendo proteção antioxidante não só à 
própria célula, como também a outros tecidos e órgãos [57][58].  
Os eritrócitos regulam também o tónus vasomotor, modulando a 
biodisponibilidade local de óxido nítrico (NO) na vasculatura [59], o que acontece 
devido à hemoglobina ser um scavenger poderoso do NO, regulando a sua produção 
pelas células endoteliais [60]. Os eritrócitos libertam também a substância vasoativa 
adenosina trifosfato (ATP) em resposta à redução de oxigénio no plasma e neles 
próprios. O ATP atua como vasodilatador, atuando em recetores purinérgicos do 
endotélio vascular, estimulando a produção de NO endotelial, prostaglandinas e/ou 
fatores de hiperpolarização derivados do endotélio (EDHFs) [61]. Os eritrócitos podem 
também produzir SH2 a partir de polisulfidos orgânicos de uma forma dependente da 
glutationa. O SH2 possui funções fisiológicas importantes como a regulação do tónus 
vascular e a sobrevivência dos tecidos sob condições de hipóxia, dadas as suas fortes 
propriedades vasorelaxantes e vasoprotetoras [62]. 
 
 
5.1. Stress oxidativo 
 
Os eritrócitos são células particularmente expostas a danos oxidativos devido 
ao seu papel específico como transportadores de oxigénio [63]. Estão equipados com 
vários sistemas de defesa antioxidante endógenos, incluindo enzimas, glutationa, 
tocoferol e ácido ascórbico. O ascorbato é altamente susceptível à oxidação no 
plasma, sendo reciclado da sua forma oxidada nos eritrócitos [64]. O sistema de 
oxidação-redução cíclico do ascorbato aumenta o potencial antioxidante dos eritrócitos 
e providencia uma defesa contra o desenvolvimento de stress oxidativo nestas células 
e contra a oxidação de lipoproteínas [64]. 
Se forem produzidas elevadas quantidades de espécies reativas de oxigénio 
(ROS), como H2O2 e O2
-, dentro ou fora dos eritrócitos, ou se as defesas antioxidantes 
endógenas estiverem comprometidas, desenvolve-se o denominado “stress oxidativo”, 
que pode induzir lesões nos constituintes dos eritrócitos, como a membrana e a 
hemoglobina, as quais podem levar à hemólise [65]. O stress oxidativo é assim 
definido como um desequilíbrio entre os sistemas oxidantes e antioxidantes, a favor 
dos oxidantes. 
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Vários estudos demonstram que vários parâmetros eritrocitários são 
negativamente afetados pelo aumento do stress oxidativo, incluindo inativação de 
recetores e enzimas ligados à membrana [66], concentrações iónicas [67], aumento na 
oxidação de glutationa (GSH), de lípidos e de proteínas, nomeadamente oxidação da 
hemoglobina [68][69]. 
Uma grande variedade de xenobióticos pode originar reações de oxidação-
redução, podendo determinar danos nos eritrócitos, nomeadamente oxidação da 
hemoglobina a meta-hemoglobina e formação de radicais intermediários. A 
hemoglobina desnaturada liga-se ao domínio citoplasmático da proteína banda 3 
induzindo a sua agregação, a ligação de anticorpos naturais anti-banda 3 e a fixação 
de complemento na superfície dos eritrócitos, marcando a célula para ser removida 
pelos macrófagos do sistema retículo-endotelial. Desta forma, os eritrócitos são 
considerados um bom modelo para a avaliação de propriedades antioxidantes dos 
compostos [52]. 
Dois dos compostos utilizados como geradores de radicais livres são o 
dicloridrato de 2,2’-azobis amidinopropano (AAPH) e o H2O2. Estes compostos são, 
por isso, usados para induzir stress oxidativo nos eritrócitos quando se utilizam estas 
células como modelo de estudo da atividade antioxidante de um composto. O AAPH é 
um composto solúvel em água, que dá origem a radicais peroxilo a uma velocidade 
constante, a 37ºC [70]. Estes radicais gerados no meio extracelular atacam a 
membrana do eritrócito causando várias alterações oxidativas, tais como formação de 
peróxidos lipídicos; podem ainda determinar a redução da deformabilidade da célula, 
alterar a sua morfologia, promover a ligação cruzada e fragmentação de proteínas, 
alterações no metabolismo intracelular e, eventualmente, a hemólise, com diminuição 
do tempo de semi-vida do eritrócito.   
O H2O2 pode penetrar facilmente a membrana celular dos eritrócitos e ser 
convertido em produtos altamente reativos [71]. Para além de danos na hemoglobina, 
o H2O2 induz a formação de um complexo covalente de espectrina e hemoglobina, 
bem como alterações na forma de célula, na deformabilidade da membrana, na 
organização fosfolipídica e nas caracteristicas da superfície celular [72]. A capacidade 
antioxidante de um composto pode ser evidenciada pela sua capacidade para inibir 
modificações oxidativas, determinantes de hemólise. 
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6. Papel dos polifenóis do azeite na saúde humana 
 
Um vasto número de estudos epidemiológicos tem demonstrado que a 
incidência de doenças cardiovasculares e certos tipos de cancro é mais baixa nos 
países mediterrânicos. Tal facto sugere que a dieta praticada nesta zona, onde o 
azeite é a principal fonte de gordura, desempenha um papel protetor ou preventivo 
neste tipo de patologias [74].  
Como referido anteriormente, o azeite é uma gordura fundamentalmente 
monoinsaturada, devido ao seu elevado teor em ácidos gordos monoinsaturados, 
sobretudo em ácido oleico, e é um óleo vegetal extremamente rico em compostos 
antioxidantes [75]. 
 Os lípidos circulam na corrente sanguínea associamdos a proteínas, desde as 
áreas de absorção até às áreas de utilização ou excreção. Estas lipoproteínas são 
classificadas relativamente à sua densidade, existindo vários tipos: quilomicras, VLDL, 
IDL, Low Density Lipoproteins (LDLs) e High Density Lipoproteins (HDLs.) As LDLs 
são as principais transportadoras de colesterol no sangue, transportando este lípido 
desde o fígado até aos tecidos. As HDLs transportam o excesso de colesterol desde 
as células dos tecidos ou dos órgãos periféricos até ao fígado, onde pode ser 
reutilizado ou excretado pela via biliar, na sua forma livre, ou na forma de ácidos 
biliares, num processo denominado transporte reverso de colesterol. A oxidação dos 
lípidos e das proteínas presentes nas LDLs provoca uma mudança na conformação 
Figura 12 - Reação de oxidação do AAPH (adaptado de [73]). 
ROO
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FCUP 
Efeitos de metabolitos de fenóis do azeite no dano oxidativo em eritrócitos humanos 
19 
 
dessas lipoproteínas, fazendo com que as LDL não sejam reconhecidas por recetores 
específicos para as LDL, mantendo-se em circulação. Estas passam muitas vezes 
para a intima onde são reconhecidas pelos recetores scavenger dos macrófagos, 
sendo fagocitadas. A acumulação das LDL oxidadas dentro dos macrófagos produz 
células esponjosas características do processo aterosclerótico [75][76]. 
Para além dos compostos monoinsaturados presentes no azeite, também os 
compostos fenólicos apresentam um elevado poder antioxidante [77]. Este facto levou 
à formulação de uma hipótese que considera a presença de antioxidantes fenólicos no 
azeite diretamente relacionada com a diminuição da incidência da aterosclerose 
[74][78]. Os polifenóis atuam geralmente como dadores de um hidrogénio a radicais 
alquilperoxilo (ROO-) formados durante os primeiros passos da oxidação lipídica, 
formando então um radical estável não tóxico [79]. 
Vários estudos demonstraram que alguns fenóis presentes no azeite, como a 
oleuropeína e o hidroxitirosol, inibem o passo inicial da aterosclerose, a oxidação das 
LDL [80]. Tem sido também evidenciado que estes compostos previnem doenças 
neoplásicas [81] e neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer [82], inibem a 
agregação plaquetária [83] e protegem os eritrócitos humanos da hemólise oxidativa 
[84]. A atividade de scavenging do hidroxitirosol pode ser importante para proteção 
contra modificações específicas de LDLs nos primeiros passos da aterosclerose [85]. 
Foi igualmente demonstrado que a oleuropeína e o hidroxitirosol inibem a agregação 
das plaquetas sanguíneas e a síntese de tromboxanos [83] bem como a ativação 
macrofágica [86]. 
A capacidade de proteção dos eritrócitos contra danos oxidativos por parte de 
hidroxitirosol, oleuropeína, 3,4-DHPEA-EDA e 3,4-DHPEA-EA já foi analisada e 
comparada, através da avaliação da capacidade destes compostos para inibir a 
hemólise e os danos oxidativos na membrana dos eritrócitos [52]. Foi verificado que o 
3,4-DHPEA-EDA, um dos principais polifenóis encontrado no azeite, desempenha um 
papel protetor mais importante na prevenção dos danos oxidativos do que o 
hidroxitirosol e a oleuropeína [52]. O 3,4-DHPEA-EDA interage com as proteínas dos 
eritrócitos, associando-se a estas. Este facto pode estar na base da elevada proteção 
revelada por este composto. Este estudo permitiu, também, verificar que as 
propriedades dos derivados da oleuropeína e do hidroxitirosol não residem apenas nas 
características fornecidas pelo grupo catecol.  
 
 
 
FCUP 
Efeitos de metabolitos de fenóis do azeite no dano oxidativo em eritrócitos humanos 
20 
 
7. Objetivos 
 
Os benefícios do azeite e dos seus compostos fenólicos em doenças 
cardiovasculares e em certos tipos de cancro são demonstrados por vários estudos e 
em especial em populações que seguem dietas ricas neste óleo alimentar, como a 
dieta mediterrânica.   
Entre os efeitos benéficos do azeite encontra-se o seu efeito antioxidante. Este 
é atribuído, em parte, aos seus compostos fenólicos. Um dos principais compostos da 
fração fenólica do azeite é o 3,4-DHPEA-EDA, o qual apresenta também a mais alta 
capacidade citoprotetora in vitro. Estudos recentes revelam que este composto é 
metabolizado no intestino, dando origem a metabolitos reduzidos e glucoronidados, o 
que torna interessante o estudo da biodisponibilidade dos fenóis do azeite e do efeito 
dos seus metabolitos. 
A redução do 3,4-DHPEA-EDA origina o metabolito 3,4-DHPEA-EDAH2. Assim, 
o objetivo deste trabalho foi proceder à avaliação da capacidade antioxidante deste 
metabolito e do seu composto parental, procedendo a ensaios in vitro com eritrócitos 
humanos sob stress oxidativo.  
Avaliou-se a capacidade de inibição de hemólise de eritrócitos expostos a duas 
moléculas geradoras de radicais livres - AAPH e H2O2. Avaliou-se ainda a capacidade 
dos compostos para atuar em sinergismo com um antioxidante natural, o ácido 
ascórbico.  
Estudou-se também o perfil proteico das membranas eritrocitárias sob stress 
oxidativo, na presença do metabolito e do composto parental. 
Por fim, avaliou-se a capacidade protetora relativamente à oxidação da 
hemoglobina através de métodos espetroscópicos, bem como a morfologia dos 
eritrócitos expostos a stress oxidativo na presença dos compostos, por microscopia 
ótica. 
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Capítulo 2 – Materiais e Métodos 
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1. Preparação dos compostos fenólicos 
 
1.1.  Isolamento do 3,4-DHPEA-EDA 
 
O 3,4-DHPEA-EDA foi extraído de folhas de oliveira [87]. Acondicionaram-se 
400 g destas folhas num saco de plástico selado, sem ar, numa estufa a 37ºC, durante 
24 h. Após este período, macerararam-se as folhas em 1800 mL de etanol por um 
periodo de cinco dias, ao abrigo da luz. De seguida decantou-se o etanol e evaporou-
se o solvente no vácuo. O resíduo obtido dissolveu-se em 100 mL de uma solução de 
acetona/água 1:1, lavou-se com n-hexano (6 x 50 mL) e extraiu-se com clorofórmio (8 
x 50 mL). Posteriormente secou-se a fase clorofórmica com sulfato de sódio anidro e 
filtrou-se. Por fim, evaporou-se o solvente no evaporador rotativo.  Procedeu-se depois 
à purificação do composto obtido por cromatografia em coluna, utilizando 180 g de gel 
de sílica como fase estacionária (0,063-0,200 mm; Merck) e uma solução de éter 
dietílico/metanol 35:1 como eluente. Seguiu-se a purificação por cromatografia de 
camada fina (TLC), utilizando-se o mesmo eluente usado na purificação e revelação 
em câmara de iodo. Obtiveram-se 1,34 g de um óleo de coloração esverdeada, 
identificado por TLC (Rf = 0,42) e HPLC (Tretenção = 32,3 minutos)  como sendo 3,4-
DHPEA-EDA. O grau de pureza obtido por HPLC foi de 95,0%. 
 
1.2. Síntese de 3,4-DHPEA-EDAH2 
 
O metabolito 3,4-DHPEA-EDAH2, foi sintetizado por redução do 3,4-DHPEA-
EDA, nos laboratórios da FCUP. 
 
2. Preparação das suspensões de eritrócitos 
 
Recolheu-se sangue venoso de um grupo de indivíduos saudáveis, com o 
consentimento dos mesmos, para tubos com ácido etilenodiaminotretraacético (EDTA) 
como anticoagulante. Após a recolha procedeu-se ao isolamento dos eritrócitos. 
Lavaram-se os eritrócitos 3 vezes (1500 rpm, 10 minutos) com solução tampão PBS, 
pH =7,4 (13,5 mM NaH2PO4.2H2O; 61,5 mM Na2HPO4; 77 mM NaCl), à temperatura de 
4ºC. No final das lavagens, os eritrócitos foram ressuspensos em PBS, de forma a 
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obter um hematócrito de 2,6% (hematócrito determinado recorrendo ao aparelho 
automático Sysmex K1000). 
  
3. Ensaios de hemólise  
 
3.1.  Ensaio de hemólise induzida por AAPH 
 
 Para avaliar a percentagem de hemólise ocorrida na presença de AAPH e dos 
dois compostos fenólicos e, desta forma, avaliar a sua capacidade para inibir a 
hemólise, foi preparado o ensaio, de acordo com a tabela 3. 
Tabela 3 - Ensaio de hemólise induzida por AAPH. 
Tubo 
Suspensão de Eritrócitos 
(2,6% hematócrito) (µL) 
AAPH (600 
mM) (µL) 
Composto 
(800 µM) (µL) 
PBS (µL) 
C (+) 500 65 - 85 
C (-) 500 - - 150 
10 µM de 
composto 
500 65 8,175 76,825 
20 µM de 
composto 
500 65 16,25 68,75 
40 µM de 
composto 
500 65 32,5 52,5 
80 µM de 
composto 
500 65 65 20 
 
 O volume total em cada tubo foi de 650 µL, sendo o hematócrito final de 2%. 
Utilizou-se uma concentração de 60 mM de AAPH. As concentrações finais de cada 
composto foram de 10, 20, 40 e 80 µM. Preparou-se também um controlo negativo 
(eritrócitos em PBS) e um controlo positivo (eritrócitos em PBS na presença apenas de 
AAPH). Todos os tubos foram preparados em duplicado.  
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A uma preparação inicial dos tubos, contendo PBS, suspensão de eritrócitos e 
os compostos em estudo, seguiu-se uma incubação de 15 minutos num banho a 37ºC, 
com agitação ligeira. Apenas após esta incubação foi adicionado o AAPH. Incubaram-
se os tubos durante 2 h ou 4 h num banho a 37ºC, igualmente com ligeira agitação. 
 No final de cada incubação retirou-se de cada tubo uma alíquota de 50 µL para 
um eppendorf contendo 950 µL de água destilada e outra alíquota de 50 µL para um 
eppendorf contendo 950 µL de soro fisiológico. Os eppendorfs foram centrifugados 
durante 8 minutos a 4000 rpm. Retirou-se 200 µL do sobrenadante de cada eppendorf 
para uma microplaca e leu-se a absorvância a 540 nm. Calculou-se a percentagem de 
hemólise segundo a fórmula:  
    ó      
          
       ó           
      
Abs(teste) corresponde às absorvâncias obtidas para as alíquotas adicionadas a soro 
fisiológico; Abs(hemólise total) corresponde às absorvâncias obtidas para as alíquotas 
adicionadas a água destilada. 
 
3.2. Ensaio de hemólise induzida por H2O2 
 
Por forma a avaliar a percentagem de hemólise ocorrida na presença de H2O2 
e dos compostos fenólicos, o procedimento foi idêntico ao anterior, tendo-se apenas 
ajustado os volumes de PBS de acordo com os volumes adicionados de H2O2 e de 
azida. Este último composto é um inibidor da catalase, que apresenta no ensaio uma 
concentração final de 1 mM, sendo que a concentração final de peróxido de hidrogénio 
foi também de 1 mM. 
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Tabela 4 - Ensaio de hemólise induzida por H2O2. 
Tubo 
Eritrócitos (2,6% 
hematócrito) (µL) 
H2O2 
(32,5 
mM) (µL) 
Azida 
(100 
mM) (µL) 
Composto 
(800 µM) (µL) 
PBS (µL) 
C (+) 500 20 6,5 - 123,5 
C (-) 500 - 6,5 - 143,5 
10 µM de 
composto 
500 20 6,5 8,175 115,325 
20 µM de 
composto 
500 20 6,5 16,25 107,15 
40 µM de 
composto 
500 20 6,5 32,5 98,975 
80 µM de 
composto 
500 20 6,5 65 90,8 
 
 
3.3. Ensaio de hemólise induzida por AAPH na presença de 
ácido ascórbico 
 
Para avaliar o possível efeito sinérgico entre os compostos em estudo e o ácido 
ascórbico foi também analisada a percentagem de hemólise na presença de AAPH, de 
cada um dos compostos fenólicos e de ácido ascórbico (Sigma) numa concentração 
final de 3 µM (concentração fisiológica). O ensaio foi preparado como descrito na 
tabela 5. 
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Tabela 5 - Ensaio de hemólise induzida por AAPH, na presença de ácido ascórbico. 
Tubo 
Eritrócitos (2,6% 
hematócrito) (µL) 
AAPH 
(600 
mM) (µL) 
Ácido 
ascórbico 
(300 µM) 
(µL) 
Composto 
(800 µM) 
(µL) 
PBS(µL) 
C (+) 500 65 - - 85 
C (-) 500 - - - 150 
10 µM de 
composto 
500 65 6,5 8,175 43,120 
20 µM de 
composto 
500 65 6,5 16,25 62,25 
40 µM de 
composto 
500 65 6,5 32,5 46 
80 µM de 
composto 
500 65 6,5 65 13,5 
Ácido 
Ascórbico 
500 65 6,5 - 78,5 
 
O procedimento foi idêntico aos anteriores, excetuando o facto de apenas 
terem sido analisados os valores de hemólise ao fim de 4 h de incubação, a 37ºC. 
 
3.4. Análise estatística 
 
Para a análise estatística foi utilizado o programa Statistical Package for 
SociaSciences (SPSS), versão 20.0. Os resultados são apresentados como média e 
erro padrão da média (SEM). Foram considerados valores estatisticamente 
significativos quando o valor de p foi inferior a 0,05. 
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4. Estudo das proteínas da membrana eritrocitária 
 
4.1. Preparação das membranas eritrocitárias 
 
Recolheu-se sangue venoso e prepararam-se suspensões de eritrócitos 
conforme o procedimento já descrito. Para a obtenção de membranas de eritrócitos 
expostos a stress oxidativo induzido por AAPH ou H2O2 preparou-se o ensaio de 
acordo com o procedimento descrito nas tabelas 6 e 7. 
Tabela 6 – Ensaio para estudo das alterações proteicas de membranas de eritrócitos expostos a stress oxidativo 
iniciado por AAPH. 
Tubo 
Eritrócitos (100% 
hematócrito) (mL) 
AAPH (600 
mM) (mL) 
PBS (mL) 
Composto (800 
µM) (µL) 
C(-) 1 - 9 - 
C(+) 1 1 8 - 
10 µM de 
composto  
1 1 7,875 125 
40 µM de 
composto 
1 1 7,5 500 
80 µM de 
composto 
1 1 7 1000 
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Tabela 7 – Ensaio para estudo das alterações proteicas de membranas de eritrócitos expostos a stress oxidativo 
iniciado por H2O2. 
Tubo 
Eritrócitos (100% 
hematócrito) 
(mL) 
H2O2 (80 
mM) 
(µL) 
PBS  
(mL) 
Azida (100 µM) 
(µL) 
Composto 
(800 µM) 
(µL) 
C(-) 1 - 8,9 100 - 
C(+) 1 125 8,775 100 - 
10 µM de 
composto 
1 125 8,65 100 125 
40 µM de 
composto 
1 125 8,275 100 500 
80 µM de 
composto  
1 125 7,775 100 1000 
 
 
Utilizou-se um hematócrito final de 10%, a fim de obter um volume suficiente de 
membranas eritrocitárias para os estudos efetuados. As concentrações de cada 
composto fenólico foram 10, 40 e 80 µM e a concentração de AAPH foi de 60mM. No 
caso do H2O2, a concentração final é de 1 mM, assim como a concentração final de 
azida. Adicionou-se o AAPH ou o H2O2 no final, após incubação dos tubos durante 15 
minutos a 37ºC, com ligeira agitação. Após a adição dos agentes oxidantes, os tubos 
foram colocados novamente a 37ºC, nas mesmas condições, durante 3 h. 
Ao fim das 3 h transferiu-se a suspensão para um tubo de centrífuga, 
procedendo-se às lavagens dos eritrócitos com soro fisiológico (centrifugação a 400 g, 
10 minutos). Após as lavagens, os eritrócitos foram imediatamente sujeitos a uma 
hemólise hipotónica, por adição de tampão fosfato 5 mM a pH 8,0 (tampão Dodge ou 
5P8) contendo fenilmetilsulfunil fluoreto (PMSF), com concentração final de 0,1 mM, 
de modo a inibir a ação de endopeptidases. 
Após a adição de 5P8 com PMSF, colocaram-se os tubos em gelo durante 10 
minutos. De seguida centrifugaram-se os tubos (20000 g, 10 minutos, 4ºC). Este 
procedimento foi efetuado duas vezes. Efetuaram-se mais duas lavagens com 5P8. 
Após a última lavagem obteve-se uma suspensão concentrada de membranas e 
prepararam-se alíquotas que se guardaram a -80ºC até ao momento do ensaio.   
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4.2. Determinação da concentração de proteínas da suspensão 
de membranas eritrocitárias  
 
A quantificação da concentração proteica da suspensão de membranas dos 
eritrócitos foi feita recorrendo ao método de Bradford. Preparou-se o reagente de 
Bradford (100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma), 50 mL etanol a 95% 
(Merck), 100 mL ácido fosfórico 85% (Merck), água destilada para perfazer 1 L). Após 
preparação a solução foi deixada em repouso durante a noite e posteriormente filtrada. 
De modo a obter uma reta de calibração, adicionaram-se numa microplaca 
volumes de 2,4,8,12,16 e 20 µL de uma solução de albumina do soro bovino (BSA) 1 
mg/mL. Perfez-se o volume até 40 µL com água destilada. Adicionaram-se 4 µL de 
cada amostra de membranas noutros poços, perfazendo o volume destes também 
para 40 µL com água destilada. Como branco utilizou-se um poço com 40 µL de água 
destilada. Todos os procedimentos foram feitos em triplicado. 
Após filtração do reagente de Bradford adicionou-se 200 µL deste a cada poço. 
A leitura das absorvâncias foi feita a 595 nm. 
Determinou-se o valor da concentração de proteínas, em µg, para cada uma 
das amostras por interpolação na reta de calibração. A partir dos valores da 
concentração em µg determinadas anteriormente calculou-se a concentração de 
proteínas totais em µg/µL para cada uma das amostras de membranas dos eritrócitos. 
 
4.3. Determinação da percentagem de hemoglobina ligada às 
membranas eritrocitárias  
 
Para determinar a percentagem de hemoglobina ligada à membrana (%MBH) 
utilizou-se como solvente o detergente aniónico Triton X-100 (Merck) a 5% em solução 
de 5P8, de modo a provocar a dissociação das proteínas da membrana. 
Em eppendorfs, adicionaram-se 350 µL desta solução e 50 µL de cada amostra 
de membranas e de seguida homogeneizou-se. Transferiram-se 300 µL de cada 
eppendorf para poços de uma microplaca e procedeu-se à leitura da absorvância entre 
415 e 700 nm, sendo que a primeira leitura corresponde ao comprimento de onda de 
absorção máxima de hemoglobina (oxidada) e o segundo valor correspondente ao 
backgroung de todas as outras proteínas.  
Para o cálculo da %MBH é subtraído o valor de absorvância lido a 700 nm (A2) 
ao valor lido para 415 nm (A1), tendo em conta a concentração proteica da amostra 
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determinada pelo método de Bradford e a diluição feita com o detergente, de acordo 
com a equação:  
     
       
      í    
 
 
4.4. Preparação das amostras para eletroforese  
 
Após a determinação da concentração proteica das amostras de membranas, 
preparou-se uma suspensão com uma concentração final de 1µg/µL de amostra. 
Pipetou-se dos eppendorfs com as amostras, após homogeneização, um volume 
contendo cerca de 100 µg de proteína e juntou-se igual volume de tampão 
solubilizante, constituído por: Tris HCl 0,125M, pH 6,8; 4% SDS, detergente aniónico, 
responsável pela desnaturação das proteínas; 20% glicerol; 10% 2-mercaptoetanol, 
que permite separar os polipéptidos de carga negativa, em função do seu peso 
molecular; 0,1% de azul bromofenol, que funciona como marcador da corrida 
eletroforética. 
Sempre que necessário perfez-se o volume final de 100 µL com solução de 
5P8. A desnaturação das proteínas foi completa por aquecimento dos eppendorfs 
(100ºC, 5 minutos). 
 
4.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida de gradiente linear 
pelo método de Laemmli 
 
O sistema de eletroforese em gel de poliacrilamida de gradiente linear pelo 
método de Laemmli é composto por dois géis, com porosidades diferentes. O gel onde 
são aplicadas as amostras é designado por stacking gel e tem normalmente uma 
porosidade superior ao gel seguinte, designado running gel, correspondente à maior 
parte do meio de suporte. Este sistema permite uma primeira separação das proteínas 
segundo o seu peso molecular no stacking gel e, consequentemente, a entrada das 
proteínas no running gel de acordo com o seu peso molecular. Para formar o gel 
recorre-se um gradient former, onde são adicionados os diferentes compostos para a 
obtenção do gel (tabela 8). 
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Tabela 8 - Constituição do running gel para eletroforese de gradiente linear pelo método de Laemmli. 
 
Recipiente de entrada Recipiente de saída 
Reagentes 
Solução 5% 
(acrilamida/bisacrilamida) V/µL 
Solução 15% 
(acrilamida/bisacrilamida) V/µL 
Água destilada 3600 1500 
Sol. Acril/bis 
(30:0,8) 
900 3000 
Sol. 1,5M tris-Cl, 
ph 8,8 
1500 1500 
APS 10% 35 35 
Temed 20 20 
 
O persulfato de amónia (PSA) desencadeia a polimerização da poliacrilamida 
que é catalisada pela amina quaternária N,N,N’,N’,-tetrametiletilenodiamina (TEMED). 
Adicionaram-se estes dois compostos a ambas as soluções apenas instantes antes da 
colocação da solução no recipiente do gradient former. 
Colocadas as soluções, abriu-se a torneira de comunicação entre os dois 
recipientes e a torneira de saída, ligada a uma bomba peristáltica. Encheu-se o 
suporte até cerca de 2 cm do topo. Bloqueou-se a parte inferior do suporte com uma 
solução de agarose 1%, liquefeita por aquecimento, de modo a evitar fugas. Quando o 
gel acabou de encher o suporte acondicionou-se n-butanol na superfície do running 
gel de modo a evitar a formação de bolhas na superfície do gel e a formação de um 
menisco. A solução de n-butanol é retirada após a polimerização completa do running 
gel.  
De seguida é preparado o stacking gel, onde foram colocadas as amostras e 
cuja composição é descrita na tabela 9. O pente é colocado imediatamente depois da 
adição da solução de poliacrilamida para permitir a formação de poços, onde se 
adicionará a amostra. 
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Tabela 9 - Constituição do stacking gel para eletroforese de gradiente linear pelo método de Laemmli. 
Reagentes V (µL) 
Água destilada 2523 
Sol. Acril/bis (30:0,8) 439 
Sol. 1,5M tris-Cl, pH 8,8 1038 
APS 10% 20 
TEMED 7,2 
   
Uma vez polimerizado o stacking gel montou-se o sistema de electroforese, 
imergindo o gel no tampão de migração, pH=8,3, responsável por conduzir a corrente 
eléctrica entre os dois pólos do sistema. O sistema foi então ligado à fonte de energia, 
sendo efetuada uma pré-migração, durante 10 minutos, com uma corrente de 100 V. 
Após a pré-migração, adicionaram-se as amostras ao gel, com 8 µg de proteína por 
poço. Ligou-se a fonte de energia com a intensidade no máximo e uma diferença de 
potencial de 100 V. Quando as amostras chegaram ao running gel alterou-se a 
diferença de potencial para 200 V. 
Finda a eletroforese, colocou-se o gel na solução fixadora e corante (0,125% 
Coomassie Blue R-250, 50% metanol e 10% ácido acético), e deixou-se corar com 
agitação suave durante 30 a 40 minutos.  
As duas primeiras descolorações efetuaram-se com solução descorante I (50% 
de metanol; 10% ácido acético) durante 30 a 40 minutos. Após estas descolorações 
deixou-se o gel durante uma noite em solução descorante II (5% metanol; 7% ácido 
acético). 
Realizou-se a análise das bandas de proteína do gel num densitómetro, 
utilizando o software de captura de imagens por densiometria BioCaptMW (Vilber 
Loumat).  
 
5. Análise da hemoglobina no hemolisado  
 
Ao final de 4 h de incubação a 37ºC, conforme o procedimento descrito 
anteriormente para os ensaios de hemólise, retiraram-se de cada tubo 100 µL da 
suspensão de eritrócitos, que se adicionaram a 9,9 mL de água destilada, seguindo-se 
uma agitação em vórtex por forma a homogeneizar a solução. Transferiram-se 200 µL 
para uma placa de 96 poços e traçou-se o espetro de absorção entre 450 a 650 nm.  
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6. Análise morfológica dos eritrócitos 
 
De forma a estudar as mudanças morfológicas dos eritrócitos por microscopia 
ótica, retiraram-se alíquotas de 50 µL de suspensão de eritrócitos dos tubos contendo 
40 µM de 3,4-DHPEA-EDA e 3,4-DHPEA-EDAH2, com e sem AAPH, bem como dos 
tubos controlo, ao final de 4 h de incubação a 37ºC. Colocaram-se os 50 µL 
diretamente na lâmina, cobriram-se com uma lamela e observaram-se ao microscópio 
ótico com objetiva de 40x. 
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Capítulo 3 – Resultados e Discussão 
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1. Ensaios de hemólise 
 
1.1. Hemólise induzida por AAPH 
 
A taxa de hemólise de eritrócitos incubados depende do tempo de incubação, 
da presença de agentes promotores de stress oxidativo e da presença de agentes 
antioxidantes.  
Estudou-se o efeito de diferentes concentrações do metabolito 3,4-DHPEA-
EDAH2 na inibição da hemólise promovida por AAPH, após 2 h ou 4 h de incubação a 
37ºC. As concentrações utilizadas foram de 80, 40, 20 e 10 µM. Testou-se também o 
efeito das mesmas concentrações de 3,4-DHPEA-EDA, nas mesmas condições, para 
efeitos de comparação.  
Observou-se que, ao fim de 2 h de incubação, tanto o 3,4-DHPEA-EDA como o 
seu metabolito protegeram os eritrócitos e que este efeito anti-hemolítico ocorreu de 
uma forma dependente da concentração para ambos os compostos (Figura 13). No 
entanto, para cada concentração testada, a taxa de inibição de hemólise apresentada 
pelo metabolito foi cerca de 20 a 50% menor que a apresentada pelo 3,4-DHPEA-
EDA.  
Embora a atividade protetora apresentada pelo metabolito tenha sido inferior, é 
de realçar que mesmo na concentração de 10 µM o metabolito ainda conseguiu inibir 
significativamente a hemólise induzida pelo AAPH (cerca de 30%). 
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Figura 13 - Inibição da hemólise induzida por AAPH em eritrócitos incubados com 3,4-DHPEA-EDAH2 e 3,4-DHPEA-
EDA, após 2 h de incubação a 37ºC. Diferentes letras para o mesmo composto indicam amostras que apresentam 
diferenças significativas (p < 0.05). 
 
Ao fim de 4 h de incubação verificou-se novamente que ambos os compostos 
protegeram os eritrócitos e que ocorreu novamente uma uma maior taxa de inibição de 
hemólise por parte do 3,4-DHPEA-EDA (Figura 14). Também da mesma forma, este 
efeito ocorreu de uma forma dependente da concentração, havendo maior inibição da 
hemólise à medida que a concentração dos compostos aumenta. Para todas as 
concentrações testadas, o 3,4-DHPEA-EDA apresenta uma maior taxa de inibição da 
hemólise, mas verificou-se que as diferenças nas taxas de inibição relativamente ao 
metabolito foram muito menores, na ordem dos 10-17%. Para a menor concentração 
testada (10 µM) verificou-se novamente que o metabolito consegue inibir 
significativamente a hemólise induzida por AAPH em cerca de 35%. 
Verificou-se que o metabolito apresenta uma capacidade de inibição da 
hemólise às 4 h que é superior à apresentada às 2 h, exceto para a concentração de 
80 µM. 
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1.2. Hemólise induzida por H2O2 
 
Ao contrário do AAPH, que é um iniciador radicalar hidrofílico e não fisiológico, 
o peróxido de hidrogénio consegue penetrar as membranas celulares e, deste modo, 
iniciar reações de oxidação igualmente no interior dos eritrócitos.  
  Os valores de inibição da hemólise para eritrócitos incubados durante 2 h com 
H2O2 na presença de diferentes concentrações dos compostos em estudo podem ser 
observados na Figura 15. Como nos ensaios com AAPH, as concentrações utilizadas 
foram de 80, 40, 20 e 10 µM para cada composto.  
Após as 2 h de incubação, observou-se que os compostos testados possuem 
capacidade de inibir a hemólise induzida por H2O2 e que esta é dependente da 
concentração. Ambos os compostos apresentam uma menor capacidade de inibir a 
hemólise induzida por H2O2 comparativamente à hemólise induzida com o AAPH.  
O metabolito volta a mostrar uma menor capacidade de proteção para todas as 
concentrações testadas (8-28%) quando comparado com o composto parental. De 
referir que para as amostras contendo 20 µM do composto parental, os resultados não 
foram de todo os esperados, verificando-se uma inibição inferior às amostras contendo 
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Figura 14 - Inibição da hemólise induzida por AAPH em eritrócitos incubados com 3,4-DHPEA-EDAH2 e 3,4-DHPEA-
EDA, após 4 h de incubação a 37ºC. Diferentes letras para o mesmo composto indicam amostras que apresentam 
diferenças significativas (p < 0.05). 
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10 µM (ainda assim, não significativo). Este facto pode dever-se a uma deficiente 
preparação desta solução, pelo que será necessário realizar novos ensaios com uma 
nova solução. Assim, os resultados para estas amostras foram eliminados da Figura 
15. 
 
 
Figura 15 - Inibição da hemólise induzida por H2O2 em eritrócitos incubados com 3,4-DHPEA-EDAH2 e 3,4-DHPEA-
EDA, após 2 h de incubação a 37ºC. Diferentes letras para o mesmo composto indicam amostras que apresentam 
diferenças significativas (p < 0.05). 
 
 
Após 4 h de incubação observou-se igualmente que os dois compostos inibem 
significativamente a hemólise induzida pelo peróxido de hidrogénio, para todas as 
concentrações testadas (Figura 16). No entanto, para qualquer concentração testada, 
o metabolito apresentou uma atividade protetora significativamente menor. 
 
0 
10 
20 
30 
40 
50 
60 
70 
80 
90 
100 
80 40 20 10 
In
ib
iç
ã
o
 d
a
 H
e
m
ó
lis
e
 (
%
) 
Concentração do Composto (µM) 
3,4-DHPEA-EDAH2 
3,4-DHPEA-EDA 
a 
a 
b 
b b 
b 
c 
FCUP 
Efeitos de metabolitos de fenóis do azeite no dano oxidativo em eritrócitos humanos 
39 
 
 
1.3. Hemólise induzida por AAPH na presença de ácido 
ascórbico 
 
As substâncias antioxidantes podem interatuar, in vivo, com outros compostos, 
nomeadamente o ácido ascórbico, um antioxidante fisiológico. Assim, estudou-se a 
percentagem de inibição da hemólise induzida por AAPH em eritrócitos incubados 
durante 4 h, a 37ºC, na presença do antioxidante natural, ácido ascórbico, juntamente 
com cada um dos compostos em estudo. As concentrações de composto testadas 
foram de 80, 40, 20 e 10 µM e a concentração do ácido ascórbico foi de 3 µM 
(concentração fisiológica). Na Figura 17 estão apresentados os valores de inibição da 
hemólise dos ensaios acima descritos bem como os do ensaio realizados de eritrócitos 
na presença de AAPH e apenas de 3,4-DHPEA-EDAH2 ou 3,4-DHPEA-EDA.  
Observa-se uma clara melhoria do efeito protetor das amostras contendo 80, 
40, 20 e 10 µM do composto parental na presença de ácido ascórbico, relativamente 
ao efeito observado apenas na presença do mesmo composto sozinho. Verifica-se, da 
mesma forma, uma melhoria do efeito protetor nas amostras contendo 80, 40 e 20 µM 
do metabolito na presença de ácido ascórbico, relativamente ao efeito observado 
apenas na presença do metabolito. No caso da amostra contendo 10 µM de metabolito 
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Figura 16 - Inibição da hemólise induzida por H2O2 em eritrócitos incubados com 3,4-DHPEA-EDAH2 e 3,4-DHPEA-
EDA, após 4 h de incubação a 37ºC. Diferentes letras para o mesmo composto indicam amostras que apresentam 
diferenças significativas (p < 0.05). 
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na presença de ácido ascórbico não se observa nenhuma diferença no efeito protetor 
em relação à amostra contendo apenas 10 µM de metabolito. 
No entanto, verifica-se novamente que o metabolito apresenta menor atividade 
protetora, na presença de ácido ascórbico, do que o composto parental, nas mesmas 
condições.    
Não foi possível comparar a capacidade protetora dos dois compostos na 
presença de ácido ascórbico com a proteção conferida apenas pelo ácido ascórbico, 
uma vez que ocorreu uma má preparação da solução mãe de ácido ascórbico utilizada 
nestes ensaios. Este problema foi detetado mas não houve tempo para a repetição 
dos ensaios, que serão efetuados no futuro. 
 
 
Figura 17 - Inibição da hemólise induzida por AAPH em eritrócitos incubados com 3,4-DHPEA-EDAH2+ácido ascórbico, 
3,4-DHPEA-EDA+ácido ascórbico, 3,4-DHPEA-H2 e 3,4-DHPEA-EDA, após 4 h de incubação a 37ºC. Diferentes letras 
para o mesmo composto indicam amostras que apresentam diferenças significativas (p < 0.05).  
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2. Análise das proteínas da membrana eritrocitária 
 
Quando sujeitos a stress oxidativo os eritrócitos sofrem um variado número de 
danos celulares, entre os quais danos nas proteínas da membrana. 
Assim, analisaram-se as proteínas membranares de eritrócitos sujeitos a dano 
oxidativo induzido por AAPH ou por H2O2. Após incubação de 4 h  a 37ºC de eritrócitos 
expostos a 1 mM de H2O2, na presença de 1 mM de azida e de diferentes 
concentrações de 3,4-DHPEA-EDAH2 e 3,4-DHPEA-EDA, prepararam-se as amostras 
das membranas dos eritrócitos incubados, que se analisaram por eletroforese em gel 
de gradiente linear, 5-15%, segundo o método de Laemmli. As concentrações de 
compostos utilizadas foram de 10, 40 e 80 µM, bem como dois controlos, um de 
eritrócitos expostos aos agentes oxidantes, outro de apenas eritrócitos. O 
procedimento foi igualmente feito para eritrócitos expostos a 60 mM de AAPH.   
O perfil proteico das membranas de eritrócitos expostos a peróxido de 
hidrogénio mostram uma diminuição da intensidade da banda correspondente à 
proteína banda 3, quando comparado com o perfil do controlo negativo (Figura 18). 
Verifica-se ainda um aumento de intensidade da banda 3 com o aumento da 
concentração dos compostos, sendo que a intensidade de banda 3 dos eritrócitos 
incubados com 3,4-DHPEA-EDA é ligeiramente superior à intensidade de banda 3 dos 
eritrócitos incubados com o metabolito, para as várias concentrações. 
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Verifica-se em todas as amostras expostas ao peróxido de hidrogénio um 
aumento na banda correspondente à hemoglobina ligada à membrana(MBH). Na 
presença dos compostos não se verificou uma diminuição da intensidade desta banda, 
mesmo na presença da concentração mais elevada, aparentando não existir qualquer 
tipo de proteção por parte dos compostos. Verificou-se em estudos anteriores que o 
3,4-DHPEA-EDA, ao interagir com as proteínas da membrana leva ao aparecimento 
de duas novas bandas, identificadas como sendo referentes às cadeias α e β da 
hemoglobina [52][72]. Verificou-se que as cadeias α da hemoglobina sobrepõem-se à 
banda correspondente à MBH (Figura 18, caixa vermelha inferior), pelo que não é 
possível atribuir a que se deve a intensidade observada para esta banda. A cadeia de 
β hemoglobina aparece um pouco abaixo da anterior, facto observável para todas as 
amostras contendo 3,4-DHPEA-EDA. Aparentemente, o metabolito consegue ter 
Figura 18 - Gel de eletroforese em gradiente linear pelo método de Laemmli, de membranas eritrocitárias expostas a 
stress oxidativo iniciado por H2O2, com identificação das bandas de maior importância (A) Eritrócitos expostos apenas a 
H2O2. (B) Controlo negativo. (C) Eritrócitos expostos a 10 µM de 3,4-DHPEA-EDA. (D) Eritrócitos expostos a 40 µM de 
3,4-DHPEA-EDA. (E) Eritrócitos expostos a 80 µM de 3,4-DHPEA-EDA. (F) Eritrócitos expostos a 10 µM de 3,4-
DHPEA-EDAH2. (G) Eritrócitos expostos a 40 µM de 3,4-DHPEA-EDAH2. (H) Eritrócitos expostos a 80 µM de 3,4-
DHPEA-EDAH2. 
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interações semelhantes com a hemoglobina, apresentando bandas com a mesma 
localização. Será necessário no futuro verificar a existência desta interação.    
Nas amostras contendo 3,4-DHPEA-EDA, especialmente na presença de 80 
µM, é observada também uma banda nova, correspondente a uma proteína de 
elevado peso molecular (Figura 18, caixa vermelha superior). Esta banda está 
presente também nas amostras com 40 e 80 µM do metabolito, embora com menos 
intensidade. Esta banda já foi identificada em estudos anteriores como 
correspondendo a α-espectrina e proteína banda 3 [52][72].  
Relativamente ao gel contendo as amostras expostas a AAPH, as mudanças 
induzidas por este agente oxidativo nas proteínas da membrana são muito ligeiras 
(Figura 19). Verifica-se uma ligeira diminuição de intensidade das bandas de 
espectrina e da proteína banda 3 na amostra contendo apenas o  AAPH. As bandas 
destas proteínas estão mais intensas nas amostras contendo os dois compostos mas 
a distinção entre as várias concentrações é pouco visível. Em relação à hemoglobina 
ligada à membrana, não se observam diferenças significativas. O polipéptido de 12 
kDa correspondente à β-hemoglobina não é visível devido à menor qualidade da parte 
de baixo do gel obtido. 
Observa-se a presença de uma banda na parte superior do gel (Figura 19, 
caixa vermelha superior), correspondente à α-espectrina e proteína banda 3, 
especialmente nas amostras com 3,4-DHPEA-EDA, sendo que esta banda aumenta 
de intensidade com a concentração do composto. É também vísivel esta banda na 
presença do metabolito, mas com menor intensidade e sem modificação visível entre 
as concentrações. 
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2.1. Análise da hemoglobina ligada à membrana eritrocitária 
 
Os resultados da análise da percentagem de hemoglobina ligada à membrana 
dos eritrócitos (%MBH) podem ser observados na Tabela 10. Os valores 
correspondem às amostras utilizadas nos géis de eletroforese. As percentagens 
obtidas mostram um maior valor de hemoglobina ligada à membrana dos eritrócitos 
expostos ao AAPH ou ao H2O2, relativamente ao controlo negativo. Contrariamente ao 
esperado, na presença de ambos os compostos, verifica-se um aumento da 
Figura 19 - Gel de eletroforese em gradiente linear pelo método de Laemmli, de membranas eritrocitárias expostas a 
stress oxidativo iniciado por AAPH, com identificação das bandas de maior importância (A) Controlo negativo. (B) 
Eritrócitos expostos apenas a AAPH. (C) Eritrócitos expostos a 10 µM de 3,4-DHPEA-EDA. (D) Eritrócitos expostos a 40 
µM de 3,4-DHPEA-EDA. (E) Eritrócitos expostos a 80 µM de 3,4-DHPEA-EDA. (F) Eritrócitos expostos a 10 µM de 3,4-
DHPEA-EDAH2. (G) Eritrócitos expostos a 40 µM de 3,4-DHPEA-EDAH2. (H) Eritrócitos expostos a 80 µM de 3,4-
DHPEA-EDAH2. 
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hemoglobina ligada à membrana com o aumento da concentração. No caso do 3,4-
DHPEA-EDA os valores para as amostras contendo 40 e 80 µM ultrapassam 
inclusivamente os valores obtidos para as amostras contendo apenas os iniciadores 
radicalares, o que também acontece com a amostra contendo o metabolito a 80 µM. 
Assim, estaríamos aparentemente na presença de efeitos potencialmente pró-
oxidantes. No entanto, verificou-se em estudos anteriores que a interação entre o 3,4-
DHPEA-EDA e as proteínas da membrana eritrocitária traduz-se numa mudança do 
perfil proteico, de acordo com os resultados obtidos na análise de proteínas por 
eletroforese. Os mesmos estudos demonstraram que a β-hemoglobina ligada à 
membrana não está num estado oxidado [52].  
 
Tabela 10 - Percentagem de hemoglobina ligada à membrana de eritrócitos sujeitos a stress oxidativo iniciado por 
AAPH ou H2O2, na presença de diferentes concentrações de 3,4-DHPEA-EDA e 3,4-DHPEA-EDAH2. 
Amostra %MBH (x10-3) 
C(-) 15,2 
AAPH 31,4 
H2O2 31,4 
10 µM 3,4-DHPEA-EDA, AAPH 26,9 
40 µM 3,4-DHPEA-EDA, AAPH 46,4 
80 µM 3,4-DHPEA-EDA, AAPH 48,0 
10 µM 3,4-DHPEA-EDAH2, AAPH 23,7 
40 µM 3,4-DHPEA-EDAH2, AAPH 28,4 
80 µM 3,4-DHPEA-EDAH2, AAPH 30,5 
10 µM 3,4-DHPEA-EDA, H2O2 14,9 
40 µM 3,4-DHPEA-EDA, H2O2 33,8 
80 µM 3,4-DHPEA-EDA, H2O2 46,2 
10 µM 3,4-DHPEA-EDAH2, H2O2 22,7 
40 µM 3,4-DHPEA-EDAH2, H2O2 23,3 
80 µM 3,4-DHPEA-EDAH2, H2O2 33,8 
 
O aparecimento das duas novas bandas, observadas na zona de aparecimento 
da banda relativa à MBH, na presença não só de 3,4-DHPEA-EDA como também do 
seu metabolito, verificado neste trabalho, pode explicar os valores elevados de 
percentagem de hemoglobina ligada à membrana observados. Normalmente observar-
se-ia uma percentagem menor para as concentrações mais elevadas, denotando uma 
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atividade antioxidante. Na realidade o efeito observado é o contrário, o que pode ser 
explicado pela capacidade do composto para interagir com a membrana e de alterar o 
seu perfil proteico, ainda  que sem qualquer dano, como foi observado nos estudos 
referidos acima. O facto de se obervar a mesma tendência nos valores da %MBH para 
o 3,4-DHPEA-EDAH2  sugere que este composto tem também capacidade de interagir 
com as membranas dos eritrócitos, embora a interação seja mais fraca.  
 
3. Estudo da oxidação da hemoglobina 
 
Para melhor compreender o aumento da hemoglobina verificado no estudo do 
perfil proteico das membranas, foi avaliada a oxidação desta proteína, através da 
análise de espetros de UV-visível. A oxi-hemoglobina, forma da hemoglobina ligada ao 
oxigénio, apresenta duas bandas, uma aos 540 nm e outra aos 578 nm. Em situações 
de stress oxidativo, a hemoglobina é alvo de oxidação e convertida à sua forma 
oxidada, meta-hemoglobina, originando uma diminuição dos valores máximos destas 
bandas. Tal facto torna possível estudar fenómenos de oxidação, por comparação das 
bandas da oxi-hemoglobina. 
Assim, foram realizados ensaios espetroscópicos (450 – 650 nm) a soluções de 
eritrócitos lisados, após 4 h de incubação a 37ºC, na presença do iniciador radicalar 
AAPH e de diferentes concentrações de 3,4-DHPEA-EDAH2 e 3,4-DHPEA-EDA. 
Foram utilizadas concentrações de 80 e 40 µM de ambos os compostos. 
Verifica-se que na presença de AAPH e sem qualquer composto antioxidante 
há uma diminuição dos valores das bandas da oxi-hemoglobina. No caso do 3,4-
DHPEA-EDAH2, na presença de ambas as concentrações, este efeito é parcialmente 
revertido, demonstrando a capacidade antioxidante deste composto. Este efeito é 
dependente da concentração (Figura 20). Também o 3,4-DHPEA-EDA demonstra 
efeitos semelhantes (Figura 21). Assim, verifica-se que o aumento do valor relativo à 
hemoglobina ligada à membrana não é causado por um aumento na oxidação desta 
proteína. 
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Figura 20 - Espetros de UV-visível (450-650 nm) de suspensões de eritrócitos lisados, após 4 h de incubação, na 
presença de AAPH e de diferentes concentrações de 3,4-DHPEA-EDAH2. 
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Figura 21 - Espetros de UV-visível (450-650 nm) de suspensões de eritrócitos lisados, após 4 h de incubação, na presença de AAPH 
e de diferentes concentrações de 3,4-DHPEA-EDA. 
 
4. Análise morfológica dos eritrócitos 
 
Quando sujeitos a stress oxidativo, os eritrócitos sofrem alterações 
morfológicas, podendo estas manifestar-se pelo aparecimento de acantócitos ou 
determinarem a lise das células lisadas em circulação. Os acantócitos são formados 
devido à condensação da monocamada lipídica interna, aumentando a rigidez da 
membrana e levando a alterações na superfície celular que permitem o 
reconhecimento dos eritrócitos alterados pelos monócitos para eliminação [73]. A isto 
junta-se normalmente o facto de haver uma diminuição na densidade celular. 
Analisou-se ao microscópio ótico qual o efeito do stress oxidativo iniciado por 
AAPH na morfologia dos eritrócitos, bem como a influência da presença do 3,4-
DHPEA-EDAH2 e do 3,4-DHPEA-EDA.  
Verificou-se uma menor densidade celular na presença de somente AAPH 
(Figura 22B), bem como a presença de bastantes células lisadas (“fantasmas”). 
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Observaram-se mais acantócitos no controlo negativo (eritrócitos não expostos a 
AAPH) mas a densidade celular é bastante maior (Figura 22A).   
Ambos os compostos em estudo protegem os eritrócitos do dano oxidativo 
induzido pelo AAPH. No entanto, na presença de 40 µM de 3,4-DHPEA-EDAH2, 
distinguem-se mais acantócitos e células lisadas do que na mesma concentração de 
3,4-DHPEA-EDA (Figuras 22C, 22D).  
 
 
 
 
 
 
 
 A                                                                                          B 
 
 
 
 
 
 
C                                                                                          D 
 
Os resultados obtidos na análise dos gráficos da oxi-hemoglobina e da 
morfologia dos eritrócitos demonstram que existe, de facto, um efeito antioxidante por 
parte dos compostos. Os elevados valores registados para a %MBH e a não 
diminuição da intensidade das bandas correspondentes à MBH, mesmo na presença 
dos compostos, não se devem assim a efeitos pró-oxidantes por parte destes, mas sim 
a interações exercidas pelos mesmos com a membrana eritrocitária. 
Figura 22 - Efeito da exposição de eritrócitos a 60 mM de AAPH. (A) Controlo (-). (B) Eritrócitos expostos a stress 
oxidativo iniciado por AAPH. (C) Eritrócitos expostos a stress oxidativo iniciado por AAPH, na presença de 40 µM 
de 3,4-DHPEA-EDAH2. (D) Eritrócitos expostos a stress oxidativo iniciado por AAPH, na presença de 40 µM de 3,4-
DHPEA-EDA. 
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Os resultados demonstram que o 3,4-DHPEA-EDAH2 apresenta atividade 
protetora nos eritrócitos. Esta atividade é, no entanto, menor do que a apresentada 
pelo composto parental. O facto de ambos apresentarem efeito antioxidante em baixas 
concentrações (10 µM) demonstra que o podem fazer in vivo. Além disso, já foi 
demonstrado noutros estudos que concentrações de 5 µM e 3 µM de 3,4-DHPEA-EDA 
exercem também efeitos protetores em eritrócitos na presença de H2O2 [72] e de 
AAPH [52] respetivamente.  
Uma razão pela qual o 3,4-DHPEA-EDA apresenta um maior efeito 
antioxidante do que o composto reduzido parece ser o facto de demonstrar uma forte 
interação com as proteínas da membrana dos eritrócitos (espectrina, proteína banda 3, 
hemoglobina), como é demonstrado neste trabalho. Estas interações parecem 
melhorar a estabilidade dos eritrócitos. A força destas interações pode significar que o 
composto poderá permanecer mais tempo em circulação e atingir concentrações mais 
elevadas do que as esperadas e encontradas no plasma.  
A importância da localização de um composto antioxidante é bastante relevante 
para este poder exercer essa ação. No processo de redução do 3,4-DHPEA-EDA, este 
perde dois grupos carbonilo aldeídicos. No entanto, estes grupos carbonilo são 
normalmente importantes para a interação com proteínas, podendo interagir com 
aminoácidos como a lisina e deste modo com as membranas dos eritrócitos. Uma vez 
que não estão presentes no composto reduzido, tal pode significar uma menor 
capacidade de interagir com as membranas eritrocitárias. A ligação à membrana 
permite que a parte da molécula responsável pela atividade antioxidante esteja mais 
próxima desta, conferindo uma proteção mais eficaz. 
Outra diferença estrutural entre os dois compostos é a presença de um anel no 
metabolito, formado após a redução dos grupos carbonilo. Este anel torna a estrutura 
do metabolito mais rígida, o que pode também diminuir a sua capacidade de interação 
com proteínas membranares. A diferença de atividade biológica entre 3,4-DHPEA-EA 
e 3,4-DHPEA-EDA, já registada noutros estudos, vai ao encontro desta explicação.  
 
 
 
 
Figura 23 - Estrutura química do 3,4-DHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EDAH2 e 3,4-DHPEA-EA. 
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Embora sejam ambos metabolitos da oleuropeína, o 3,4-DHPEA-EA também 
apresenta um anel na sua estrutura e também não possui os dois grupos carbonilo 
aldeídicos presentes no 3,4-DHPEA-EDA, sendo que o 3,4-DHPEA-EA apresenta 
também uma atividade biológica protetora dos eritrócitos inferior à do 3,4-DHPEA-
EDA. Estas observações podem explicar a razão pela qual o metabolito estudado 
neste trabalho apresenta uma menor interação com as membranas eritrocitárias e uma 
menor atividade protetora do que o seu composto parental.  
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Capítulo 4 – Conclusão 
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A dieta mediterrânica tem como principal fonte de gordura o azeite. O azeite 
possui na sua constituição química vários tipos de compostos. Entre eles encontram-
se compostos fenólicos, que apresentam atividade antioxidante e contribuem para a 
diminuição de doenças cardiovasculares e certos tipos de cancro, protegendo as 
células contra o stress oxidativo.  
Estudos demonstram que o 3,4-DHPEA-EDA é um dos fenóis mais abundantes 
no azeite, bem como o que apresenta maior capacidade protetora contra o dano 
oxidativo in vitro. Sabe-se, por estudos de absorção e metabolismo do 3,4-DHPEA-
EDA, que este sofre um metabolismo extenso, nomeadamente uma redução e 
glucoronidação durante a passagem pelo jejuno-íleo e que estas formas reduzidas e 
glucoronidadas são os principais metabolitos produzidos. A forma reduzida deste 
composto é o 3,4-DHPEA-EDAH2. 
Neste trabalho avaliou-se a capacidade protetora deste metabolito em 
eritrócitos expostos a stress oxidativo. Avaliou-se também a capacidade protetora do 
3,4-DHPEA-EDA de forma a comparar os dois compostos. 
Através de ensaios de inibição de hemólise, de análise de bandas de oxi-
hemoglobina e da análise da morfologia dos eritrócitos demonstrou-se que o 3,4-
DHPEA-EDAH2 apresenta uma atividade protetora nos eritrócitos. Esta atividade é, 
contudo, inferior à demonstrada pelo 3,4-DHPEA-EDA.  
A análise do perfil proteico das membranas dos eritrócitos demonstra que o 
3,4-DHPEA-EDA apresenta uma forte interação com proteínas membranares destas 
células. Esta interação pode ser devida a grupos carbonilo aldeídicos presentes neste 
composto, que lhe permitem uma melhor interação com as proteínas membranares, e 
que estão ausentes no metabolito. A isto junta-se o facto de o metabolito apresentar 
um anel na sua constituição, tornando a sua estrutura mais rígida e menos propícia à 
interação com as membranas eritrócitárias. Ainda assim, é também verificada uma 
interação deste composto com as membranas, embora em menor extensão. 
A interação do 3,4-DHPEA-EDA com proteínas membranares e o seu elevado 
efeito antioxidante relativamente aos outros compostos fenólicos do azeite pode 
significar que este composto pode proteger as células por mecanismos diferentes de 
uma simples atividade de scavenging de radicais oxidantes. Tais mecanismos não 
foram ainda descritos, sendo uma abordagem interessante para estudos futuros. 
Embora estes resultados mostrem um efeito protetor maior por parte do 
composto parental, é de sublinhar a potencial importância do metabolito, que 
apresenta também atividade antioxidante e capacidade de interação com as 
membranas dos eritrócitos. Sendo este composto um dos principais metabolitos do 
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3,4-DHPEA-EDA, poderá desempenhar um papel importante na ação protetora do 
azeite, contribuindo também para os efeitos benéficos da dieta mediterrânica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FCUP 
Efeitos de metabolitos de fenóis do azeite no dano oxidativo em eritrócitos humanos 
55 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 5 – Referências Bibliográficas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FCUP 
Efeitos de metabolitos de fenóis do azeite no dano oxidativo em eritrócitos humanos 
56 
 
1. Boskou, D. Sources of natural phenolic antioxidants. Trends Food Sci. Tech. 2006, 
17, 505-512. 
2. Luchetti, F. Importance and future of olive oil in the world market – an introduction 
to olive oil. Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2002, 104, 559-563. 
3. Granados-Principal S.; Quiles J.L.; Ramirez-Tortosa C.L.; Sanchez-Rovira P.; 
Ramirez-Tortosa M.C. Hydroxytyrosol: from laboratory investigations to future 
clinical trials. Nutr. Rev. 2010, 68, 191-206. 
4. Waterman E.; Lockwood B. Active components and clinical applications of olive oil. 
Altern. Med. Rev. 2007, 12, 331-342. 
5. Visioli F.; Galli C. The effect of minor constituents of olive oil on cardiovascular 
disease: new findings. Nutr. Rev. 1998, 56, 142-147. 
6. Trichopoulou, A.; Lagiou, P. Healthy traditional mediterranean diet: an expression 
of culture, history, and lifestyle. Nutr. Rev. 1997, 55, 383–389. 
7. Willett, W. C.; Sacks, F.; Trichopoulou, A.; Drescher, G.; et al. Mediterranean diet 
pyramid: a cultural model for healthy eating. Am. J. Clin. Nutr. 1995, 61, 1402–
1406. 
8. Keys, A.B.; Keys, M. How to Eat Well and Stay Well, the Mediterranean Way. 1975, 
1st edn.Doubleday, New York. 
9. Keys, A.B. Seven countries: a multivariateanalysis of death and coronary heart 
disease. 1980, Mass Harvard University Press. Cambridge, Massachusetts. 
10. Alloisio, N.; Michelon, D.; Bannier, E.; Revol, E.; Beuzard, Y.; Delauney, J. 
Alterations of red cell membrane proteins and hemoglobin under natural and 
experimental oxidant stress. Bioch. et Bioph. Acta – Biomembranes.1982, 691, 
300-308.  
11. Andrikopoulos, N.K.; Antonopoulos, S.; Kaliora, A.C. Oleuropein inhibits LDL 
oxidation induced by cooking oil frying by-products and platelet aggregation 
induced by platelet activating factor. Lebensm.-Wiss. U.-Technol. 2002, 35, 479-
484. 
12. Baraldi, P.G.; Simoni, D.; Menfredini, S.; Menziani, E. Preparation of 3,4-dihydroxy-
1-benzeneethanol: a reinvestigation. Liebigs Ann. Chem. 1983, 4, 684-686. 
13. Trichopoulou, A.; Costacou, T.; Bamia, C.; Trichopoulos, D. Adherence to a 
Mediterranean diet and survival in a Greek population. N. Engl. J. Med. 2003, 348, 
2599–2608. 
14. Bach-Faig, A.; Berry, E. M.; Lairon, D.; Requant, J.; et al. Mediterranean diet 
pyramid today. Science and cultural updates. Public Health Nutr. 2011, 14, 2274–
2284. 
FCUP 
Efeitos de metabolitos de fenóis do azeite no dano oxidativo em eritrócitos humanos 
57 
 
15.  Meydani, M. A Mediterranean-style diet and metabolic syndrome. Nutr. Rev. 2005, 
63, 312–314. 
16. UNESCO (2010) Representative List of the Intangible Cultural Heritage of 
Humanity. http://www.unesco.org/culture/ich/en/RL/00394 (accessed April 2013). 
17. Altomare, R.; Cacciabaudo, F.; Damiano, G.; Palumbo, V.D.; Gioviale, M.C.; 
Bellavia, M.; Tomasello, G.; Lo Monte, A.I. The mediterranean diet: a history of 
health. Iranian J. Publ. Health. 2013, 42, 449-457 
18. Garcia, E.; Luh, B. S.; Martin, M. H. Processing fruits, science and technology. 
2005, 2nd edn. CRC Press. Florida 
19. Boskou, D. Química y tecnología del aceite de oliva. AOCS Press. 1ª Edição, 
Illinois, 1998, 67-104. 
20. Velasco, J.; Dobarganes, C.  Oxidative stability of virgin olive oil. Eur. J. Lipid Sci. 
Technol. 2002, 104, 661-676. 
21. Boskou, D. Olive oil: chemistry and technology. 2006, 2nd edn. AOCS Press. 
Illinois. 
22. Mateos, R.; Cert, A.; Perez-Camino, M. C.; Garcia, J. M. Evaluation of virgin olive 
oil bitterness by quantification of secoiridoid derivatives. J . Am. Oil Chem. Soc. 
2004, 81, 71-75. 
23. Marangoni, A.G.; Phenolics and antioxidants special issue. Food Res. Int. 2000, 
33, 407. 
24. Servili, M.; Selvaggini, R.; Esposto, S.; Taticchi, A.; Montedoro, G.; Morozzi, G. 
Health and sensory properties of virgin olive oil hydrophilic phenols: agronomic and 
technological aspects of production that affect their occurrence in the oil. J. 
Chromatogr., A. 2004, 1054, 113-127. 
25. Ghanbari R.; Anwar, F.; Alkharfy, K.M.; Gilani, A.H.; Saari, N. Valuable nutrients 
and functional bioactives in different parts of olive oil (Oleua europaea L.) - a 
review. Int. J. Mol. Sci. 2012, 13, 3291-3340. 
26. Tanaka, T.; Shnimizu, M.; Moriwaki, H. Cancer chemoprevention by carotenoids. 
Molecules. 2012, 17, 3202-3242. 
27. Bulló, M.; Lamuela-Raventós, R.; Salas-Salvadó, J. Mediterranean diet and 
oxidation: nuts and olive oil as important sources of fat and antioxidants. Curr. Top. 
Med. Chem. 2011, 11, 1797-1810. 
28. Gimeno, E.; Castellote, A.I.; Lamuela-Raventos, R.M.; De la Torre, M.C.; Lopez-
Sabater, M.C. The effects of harvest and extraction methods on the antioxidant 
content (phenolics, alphatocopherol, and beta-carotene) in virgin olive oil. Food 
Chem. 2002, 78, 207-11. 
FCUP 
Efeitos de metabolitos de fenóis do azeite no dano oxidativo em eritrócitos humanos 
58 
 
29. Theriault, A.; Chao, J.T.; Wang, Q.; Gapor, A.; Adeli, K. Tocotrienol: a review of its 
therapeutic potencial. Clin. Biochem. 1999, 32, 309-319. 
30. Paiva-Martins, F.; Gordon, M.H. Interactions of ferric ions with olive oil phenolic 
compounds. J. Agric. Food Chem. 2005, 53, 2704-2709. 
31. Paiva-Martins, F.; Santos, V.; Mangericao, H.; Gordon, M.H. Effects of copper on 
the antioxidant activity of olive polyphenols in bulk oil and oil-in-water emulsions. J. 
Agric. Food Chem. 2006, 54, 3738-3743. 
32. Bendini, A.; Cerratani, L.; Carrasco-Pancorbo, A.; Gomez-Caravaca, A.M.; Segura-
Carretero, A.; Fernandez-Gutierrez, A.; et al. Phenolic molecules in virgin olive oils: 
a survey of their sensory properties, health effects, antioxidant activity and 
analytical methods. An overview of the last decade. Molecules. 2007, 12, 1679-
719. 
33. Wen, A.; Delaquis, P.; Stanich, K.; Toivonen, P. Antilisterial activity of selected 
phenolic acids. Food Microbiol. 2003, 20, 305-11. 
34. Carrasco-Pancorbo, A.; Cerretani, L.; Bendini, A.; Segura-Carretero, A.; Gallina-
Toschi, T.; Fernandez-Gutierrez, A. Analytical determination of polyphenols in olive 
oils. J. Sep. Sci. 2005, 28, 837-58. 
35. Bernini, R.; Mincione, E.; Barontini, M.; Crisante, F. Convenient synthesis of 
hydroxytyrosol and its lipophilic derivatives from tyrosol or homovanillyl alcohol. J. 
Agric. Food Chem. 2008, 56, 8897-8904. 
36. Tuck, K.L.; Hayball, P.J.; Stupans, I. Structural characterization of the metabolites 
of hydroxytyrosol, the principal phenolic component in olive oil, in rats. J. Agric. 
Food Chem. 2002, 50, 2404-2309. 
37. Covas, M.I.; Olive oil and the cardiovascular system. Pharmacol. Res. 2007, 55, 
175-186. 
38. Servili, M.; Montedoro, G.; Contribution of phenolic compounds to virgin olive oil. 
Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2002, 104, 602-613. 
39. Lin, Y.; Shi R.; Wang, X.; Shen, H.M. Luteolin, a flavonoid with potential for cancer 
prevention and therapy. Curr. Cancer Drug Targets. 2008, 8, 634-46. 
40. Patel, D.; Shukla, S.; Gupta, S. Apigenin and cancer chemoprevention: progress, 
potencial and promise (review). Int. J. Oncol. 2007, 30, 233-45. 
41. Silva, S.; Gomes, L.; Leitão, F.; Bronze, M.; Coelho, A.; Boas, L. Secoiridoids in 
olive seed: characterization of nüzhenide and 11-methyl oleosides by liquid 
chromatography with diode array and mass spectrometry. Grasas Y Aceites. 2010, 
61, 157-164. 
FCUP 
Efeitos de metabolitos de fenóis do azeite no dano oxidativo em eritrócitos humanos 
59 
 
42. Tovar, M.J.; Moltiva, M.J.; Romero, M.P. Changes in the phenolic composition of 
virgin olive oil from young trees (Olea europaea L. cv. Arbequina) grown under 
linear irrigation strategies. J. Agric. Food Chem. 2001, 49, 5502-5508. 
43. Brenes, M.; García, A.; García, P.; Garrido, A. Acid hydrolysis of secoiridoid 
aglycons during storage of virgin olive oil. J. Agric. Food Chem. 2001, 47, 5609-
5614. 
44. Grasso, S.; Siracusa, L.; Spatafora, C.; Renis, M.; Tringali, C. Hydroxytyrosol 
lipophilic analogues: enzymatic synthesis, radical scavenging activity and DNA 
oxidative damage protection. Bioorg. Chem. 2007, 35, 137-152. 
45. Riachy, M.; Priego-Capote, F.; León, L.; Rallo, L.; Castro, M. Hydrophilic 
antioxidants of virgin olive oil. Part 1: Hydrophilic phenols: a key factor for virgin 
olive oil quality. Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2011, 113, 678-691. 
46. Khymenets, O.; Fitó, M.; Touriño, S.; Muñoz-Aguayo, D.; Pujadas, M.; Torres, J.L.; 
Joglar, J.; Farré, M.; Covas, M.I.; de la Torre, R. Antioxidant activities of 
hydroxytyrosol main metabolites do not contribute to beneficial health effects after 
olive oil ingestion. Drug Metab. Dispos. 2010, 38, 1417-1421. 
47. Deiana, M.; Incani, A.; Rosa, A.; Atzeri, A.; Loru, D.; Cabboi, B.; Melis, M.; Lucas, 
R.; Morales, J.; Dessi, M. Hydroxytyrosol glucuronides protect renal tubular 
epithelial cells against H2O2 induced oxidative damage. Chem. Biol. Interact. 2011, 
193, 232 – 239. 
48. Khymenets  O.; Farré, M.; Pujadas, M.; Ortiz, E.; Joglar, J.; Farre, M.; Covas, M.; 
de la Torre, R. Direct analysis of glucuronidated metabolites of main olive oil 
phenols in human urine after dietary consumption of virgin olive oil. Food Chem. 
2011, 126, 306–314. 
49. Torre-Carbot, K.; Jauregui, O.; Castellote, A.; Lamuela-Raventós, R.; Covas, M. I.; 
Casals, I.; López-Sabater, M. Rapid high-perfomance liquid cromatography-
electrospray ionization tandem mass spectrometry method for qualitive and 
quantitive analysis or virgin olive oil phenolic metabolites in human low density 
lipoproteins, J. Cromatogr., A. 2006, 1116, 69-75. 
50. Pinto, J.; Paiva-Martins, F.; Corona, G.; Debnam, E.S.; Oruna-Concha, M.J.; 
Vauzour, D.; Gordon, M.H.; Spencer, J.P.E. Absorption and metabolism of olive oil 
secoiridoids in the small intestine. Br. J. Nutr. 2011, 105, 1607-1618. 
51. Santos-Silva, M.A. O eritrócito como indicador de stress in vivo, no exercicio fisico 
e nas doenças cardiovasculares. Faculdade de Farmácia da Universidade do 
Porto, 1995. 
FCUP 
Efeitos de metabolitos de fenóis do azeite no dano oxidativo em eritrócitos humanos 
60 
 
52. Paiva - Martins, F.; Fernandes, J.; Rocha, S.; Nascimento, H.; Vitorino, R.; Amado, 
F.; Borges, F.; Belo, L.; Santos-Silva, A. Effects of olive oil polyphenols on 
erythrocyte oxidative damage. Mol. Nutr. Food Res. 2009, 53, 609-616. 
53. Pasini, E.M.; Kirkegaard, M.; Mortensen, P.; Lutz, H.U.; Thomas, A.W.; Mann, M. 
In-depth analysis of the membrane and cytosolic proteome of red blood cells. 
Blood. 2006, 108, 791-801. 
54. de Oliveira, S.; Saldanha, C. An overview about erythrocyte membrane. Clin. 
Hemorheol. Microcirc. 2010, 44, 63-74. 
55. Lodish, H.; Berk, A.; Zipursky, S.L.; Matsudaira, P.; Baltimore, D.; Darnell, J.E. 
Molecular Cell Biology. 2000, 4th edn. Freeman, New York. 
56. Cooper, G.M. The cell, a molecular approach. 2000, 2nd edn. Sinauer Associates, 
Sunderland (MA). 
57. Siems, W.G.; Sommerburg, O.; Grune, T. Erythrocyte free radical and energy 
metabolism. Clin. Nephrol. 2000, 53, 9-17. 
58. Arbos, K.A.; Claro, L.M.; Borges, L.; Santos, C.A.; Weffort-Santos, A.M. Human 
erythrocytes as a system for evaluating the antioxidant capacity of vegetable 
extracts. Nutr. Res. 2008, 28, 457-63. 
59. Ignarro, L.J.; Cirino, G.; Casini, A.; Napoli, C. Nitric oxide as a signaling molecule in 
the vascular system: an overview. J. Cardiovasc. Pharmacol. 1999, 34, 879–886. 
60. Fisslthaler, B.; Dimmeler, S.; Hermann, C.; Busse, R.; Fleming, I. Phosphorylation 
and activation of the endothelial nitric oxide synthase by fluid shear stress. Acta 
Physiol. Scand. 2000, 168, 81–88. 
61. Ellsworth, M.L.; Ellis, C.G.; Goldman, D.; Stephenson, A.H.; Dietrich, H.H.; 
Sprague, R.S. Erythrocytes: oxygen sensors and modulators of vascular tone. 
Physiology. 2009, 24, 107–116. 
62. Lefer, D.J. A new gaseous signaling molecule emerges: cardioprotective role of 
hydrogen sulfide. Proc. Natl. Acad. Sci. 2007, 104, 17907-17908. 
63. Bryszewska, M.; Zavodnik, I.B.; Niekurzale, A.; Szosland, K. Oxidative processes in 
red blood cells from normal and diabetic individuals. Biochem. Mol. Biol. Int. 1995, 
37, 345–54. 
64. May, J.M.; Qu, Z.; Cobb, C.E. Extracellular reduction of ascorbate free radical by 
human erythrocytes. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2000, 267, 118-123. 
65. Fossel, E.T.; Zannela, C.L.; Fletcher, J.G.; Hui, K.K.S. Cell death induced by 
peroxidation low-density lopopretein:endopepsis. Cancer Res. 1994, 54, 1240.  
66. Halliwell, B.; Gutteridge, J.M.C. Cellular responses to oxidative stress: adaptation, 
damage, repair, senescence and death. 2007, 4th edn. Oxford University Press. 
New York. 
FCUP 
Efeitos de metabolitos de fenóis do azeite no dano oxidativo em eritrócitos humanos 
61 
 
67. Maridonneau, I.; Barquet, P.; Garay, R.P. Na+ K+ transport damage induced by 
oxygen free radicals in human red cell membranes. J. Biol. Chem. 1983, 258, 
3107-3117. 
68. Pandey, K.B.; Rizvi, S.I. Protective effect of resveratrol on formation of membrane 
protein carbonyls and lipid peroxidation in erythrocytes subjected to oxidative 
stress. Appl. Physiol. Nutr. Metab. 2009, 34, 1093-1097. 
69. Pandey, K.B.; Rizvi, S.I. Protective effect of resveratrol on markers of oxidative 
stress in human erythrocytes subjected to in vitro oxidative insult. Phytother. Res. 
2010, 24, 11-14. 
70. Terao, J.; Piskula, M.; Yao, Q. Protective effect of epicatechin, epicatechin gallate, 
and quercetin on lipid peroxidation in phospholipid bilayers. Arch. Biochem. 
Biophys. 1994, 308, 278-284. 
71. Paiva - Martins, F.; Fernandes, J.; Santos, V.; Silva, L.; Borges, F.; Rocha, S.; Belo, 
L.; Santos-Silva, A. Powerfull protective role of 3, 4 – dihydroxyphenolethanol – 
elenolic acid dialdehyde against erythrocyte oxidative-induced hemolysis. J. Agric. 
Food Chem. 2010, 58, 135-140. 
72. Snyder, L.M.; Fortier, N.L.; Trainor, J.; Jacobs, J.; Leb, L.; Lubin, B.; Chiu, D.; 
Shohet, S.; Mohandas, N. Effect of hydrogen peroxide exposure on normal human 
erythrocyte deformability, morphology, surface characteristics and spectrin-
hemoglobin cross-linking. J. Clin. Invest. 1985, 76, 1971-1977. 
73. Dunlap, W.; Llewellyn, L.; Doyle, J.; Yamamoto, Y. A microtiter plate assay for 
screening antioxidant activity in extracts of marine organisms. Mar. Biotechnol. 
2003, 5, 294-301. 
74. Visioli, F.; Galli, C. Olive oil phenols and their potencial effects on human health. J. 
Agric. Food Chem. 1998, 46, 4292-4296. 
75. Cicerale, S.; Lucas, L.; Keast, R. Biological activities of phenolic compounds 
present in virgin olive oil. Int. J. Mol. Sci. 2010, 11, 458-479. 
76. Harwood, J.; Yaqoob, P.; Nutritional and health aspects of olive oil. Eur. J. Lipid 
Sci. Technol. 2002, 104, 685-697. 
77. Castañer, O.; Fito, M.; Lopez-Sabater, M.C.; Poulsen, H.E.; Nyyssonen, K.; 
Schroder, H.; Salonen, J.T.; de la Torre-Carbot, K.; Zunft, H.F.; de la Torre, R.; 
Baumler, H.; Gaddi, A.V.; Saez, G.T.; Tomas, M.; Covas, M.I. The effect of olive oil 
polyphenols on antibodies against oxidized LDL. A randomized clinical trial. Clin 
Nutr. 2011, 30, 490-493.  
78. Covas, M.I.; de la Torre, K.; Farre-Albaladejo, M.; Kaikkonen, J.; Fito, M.; Lopez-
Sabater, C.; Pujadas-Bastardes, M.A.; Joglar, J.; Weinbrenner, T.; Lamuela-
Raventos, R.M.; de la Torre, R. Postprandial LDL phenolic content and LDL 
FCUP 
Efeitos de metabolitos de fenóis do azeite no dano oxidativo em eritrócitos humanos 
62 
 
oxidation are modulated by olive oil phenolic compounds in humans. Free Radic. 
Biol. Med. 2006, 40, 608-616. 
79. Carrasco-Pancorbo, A.; Cerretani, L.; Bendini, A.; Segura- Carretero, A.; Del Carlo, 
M.: Gallina-Toschi, T.; Lercker, G.; Compagnone, D.; Fernández-Gutiérrez, A. 
Evaluation of the antioxidant capacity of individual phenolic compounds in virgin 
olive oil. J. Agric. Food. Chem., 2005, 53, 8918-8925. 
80. Fitó, M.; Covas, M.I.; Lamuela-Raventós, R.M.; Vila, J.; et al. Protective effect of 
olive oil and its phenolic compounds against low density lipoprotein oxidation. 
Lipids. 2000, 35, 633–638. 
81. Sirianni, R.; Chimento, A.; De Luca, A.; Casaburi, I.; Rizza, P.; Onofrio, A.; 
Iacopetta, D.; Puoci, F.; Ando, S.; Maggiolini, M.; Pezzi, V. Oleuropein and 
hydroxytyrosol inhibit MCF-7 breast cancer cell proliferation interfering with ERK1/2 
activation. Mol. Nutr. Food. Res. 2010, 54, 833-840. 
82. Daccache, A.; Lion, C.; Sibille, N.; Gerard, M.; Slomianny, C.; Lippens, G.; Cotelle, 
P. Oleuropein and derivatives from olives as Tau aggregation inhibitors. 
Neurochem. Int. 2011, 58, 700-707. 
83. Petroni, A.; Blasevich, M.; Salami, M.; Papini, N.; Montedoro, G. F.; Galli, C. 
Inhibition of platelet aggregation and eicosanoid production by phenolic 
components of olive oil. Thromb. Res. 1995, 78, 151-160. 
84. Manna, C.; Galletti, P.; Cucciolla, V.; Montedoro, G.; and Zappia, V. Olive oil 
hydroxytyrosol protects human erythrocytes against oxidative damages. J. Nutr. 
Biochem. 1999, 10, 159-165. 
85. Carr, A.C.; Tijerina, T.; Frei, B. Vitamin C protects against and reverses specific 
hypochlorous acid- and chloramine-dependent modifications of low-density 
lipoprotein. Biochem. J. 2000, 346, 491-499. 
86. Deiana, M.; Incani, A.; Rosa, A.; Corona, G.; Atzeri, A.; Loru, D.; Melis, M.P.; Dessi, 
M.A. Protective effect of hydroxytyrosol and it metabolite homovanilic alcohol on 
H2O2 induced lipid peroxidation in renal tubular epithilial cells. Food and Chem. 
Toxicol. 2008, 46, 2984-2990. 
87. Paiva-Martins, F.; Gordon, M.H. Isolation and characterization of the antioxidant 
component 3,4-dihydroxyphenylethyl 4-formyl-3-formylmethyl-4-hexenoate from 
olive (Olea europaea). J. Agric. Food Chem. 2001, 49, 4214 –4219. 
 
 
